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RESUMO

Os receptores de antigeno quiméricos (CARs) sdo constituidos por trés componentes: um
dominio extracelular, um dominio transmembrana ¢ um dominio intracelular. O CAR pode ser
introduzido em células T humanas para redirecionar a especificidade ao antigeno ¢ melhorar a
funcao imunoterapica. O dominio extracelular € o responsavel pelo reconhecimento de antigeno,
que geralmente ¢ formado por um single chain fragment variable (scFv); e um espagador
(hinge). O transmembrana conecta os dominios extra e intracelular do CAR e, assim como o
hinge, pode influenciar na fungao efetora da célula CAR T. O intracelular ¢ a por¢ao ativadora
de células T, formada geralmente de CD3-C. O CD19 ¢ expresso nas células B malignas e, por
esse motivo, ¢ um potente marcador de células cancerosas. O objetivo desse trabalho foi obter
informacdes estruturais, através de simulacdo de Dinamica Molecular, relacionadas ao
mecanismo de sinalizacdo em um modelo de CAR, inserido em um modelo de membrana de
células T. Estruturas tridimensionais dos componentes do CAR foram obtidas por Modelagem
Comparativa e submetidos a simula¢des de Dindmica Molecular (DM). As estruturas do scFv,
hinge, dominio transmembrana e intracelular foram unidas para formar o CAR e submetidas a
DM. As DMs foram conduzidas usando o pacote GROMACS e o campo de forga utilizado para
descrever as interagdes atomicas foi o0 CHARMM36. As analises de distancia, angulo e PCA
possibilitaram inferir um mecanismo de transdu¢do de sinal no sistema CAR-CD19, que ndo
foi observado no sistema CAR. A formagdo da interface hinge-scFv e a aproximagdo desse
conjunto a membrana resulta em menor tensao na regido de ligacao hinge-transmembrana, que
permite a inclinagao da a-hélice do dominio transmembrana. Essa inclinagdo perdura de 370 ns
a 600 ns, momento que ¢ observada mudanca conformacional no dominio intracelular,
ratificada pela rapida transi¢do na curva de PC1. Essa sequéncia de eventos propde um
mecanismo de transdugdo de sinal na célula CAR T, que inicia na interagao entre o CD19 e o
scFv e ocasiona uma mudanca conformacional do dominio intracelular, disponibilizando
residuos de tirosina do CD3-( para fosforila¢do e transmissao do sinal no interior da célula CAR
T. As movimentagdes que levam as mudancas conformacionais sequenciais no CAR-CD19
estdo em concordancia com a fungdo do CAR descrita na literatura. O mecanismo proposto
ratifica mudancas conformacionais no dominio intracelular que ¢ essencial para expor os sitios

de fosforilagdo e a fung¢do do CD3-{, que possui papel na sinalizagao.

Palavras-chave: CAR T. CD19. Dinamica Molecular.



ABSTRACT

Chimeric antigen receptors (CARs) consist of three components: an extracellular domain, a
transmembrane domain, and an intracellular domain. These receptors can be introduced into
human T cells to redirect antigen specificity and improve function in passive immunotherapy.
The extracellular domain is the responsible for antigen recognition, which is usually formed by
a single chain fragment variable (scFv); and a spacer (hinge). The main function of the
transmembrane domain is to connect the extra and intracellular domains of CAR and, as well
as the hinge, can influence the effector function of the CAR T cell. The intracellular domain is
the activating portion of T cells, usually formed of CD3-{. CD19 is expressed on malignant B
cells and is therefore a potent marker of cancer cells. The objective was to obtain structural
information, through molecular dynamics simulation, related to the signaling mechanism in a
modeled CAR inserted in a T cell membrane model. The CAR components were modeled by
Comparative Modeling and submitted to Molecular Dynamics (MD) simulations. The scFv,
hinge, transmembrane and intracellular domain structures were joined to form the CAR and
submitted to DM. DMs were conducted using the GROMACS package and the force field used
to describe atomic interactions was CHARMM36. The distance, angle and PCA analyzes made
it possible to infer the signal transduction mechanism in the CAR-CD19 system, which was not
observed in the CAR system. The formation of the Ahinge-scFv interface and the approximation
of this assembly to the membrane results in a reduction of the tension in the hinge-
transmembrane binding region, which allows the a-helix bias of the transmembrane domain.
This inclination lasts from 370 ns to ~ 600 ns, at which time a conformational change in the
intracellular domain is observed, ratified by the rapid transition observed on the PC1 curve at
600 ns. This sequence of events proposes a signal transduction mechanism in the CAR T cell,
dependent on the interaction between CD19 and scFv until the conformational change of the
intracellular domain, providing CD3-iros tyrosine residues for phosphorylation and signal
transmission inside. of the CAR T cell. The movements leading to sequential conformational
changes in CAR-CD19 are in agreement with the CAR function described in the literature. The
proposed mechanism ratifies conformational changes in the intracellular domain that is
essential for exposing phosphorylation sites and the function of CD3-(, which plays a role in

signaling.

Keywords: CAR T. CD19. Molecular Dynamics.
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1 INTRODUCAO

1.1 Biologia de linfocitos T

Os linfocitos T sdo células brancas mononucleares do sangue derivadas de células-
tronco da medula dssea que sofreram maturagdo no timo e sao semeadas nos tecidos linféides
periféricos e no conjunto de células circulantes (VALLEJO ef al., 2004). O marcador molecular
das células T ¢ o complexo receptor de células T (TCR), um dimero formado por duas cadeias
polipeptidicas polimorficas ligadas a membrana e conectadas por ligacao dissulfeto. O TCR ¢
especifico a um ligante antigénico e esta associado a uma colecao de proteinas citoplasmaticas
ndo polimorficas ligadas a membrana, conhecida como CD3 (CLEVERS ef al., 1988).

O TCR reconhece apenas epitopos da molécula nativa que foram fragmentados (ou
processados) e apresentados nas superficies das células ndo linfoides apresentadoras de
antigeno. O epitopo geralmente ¢ um peptideo apresentado na superficie das células
apresentadoras de antigeno (APCs) que estdo ligadas a moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe I (T CD8") ou classe II (T CD4") (Figura 1). Assim, o
ligante do TCR ¢ um complexo bimolecular formado pelo peptideo antigénico e pelo MHC,
uma conformacao unica reconhecida por um TCR especifico. Moléculas do MHC podem ligar-
se e apresentar somente peptideos, ndo outras estruturas quimicas, € ¢ por isso que a maioria
das células T reconhece apenas peptideos. As moléculas do MHC sao altamente polimorficas,
portanto variagcdes nessas moléculas entre individuos influenciam a ligagcdo a peptideos e o
reconhecimento de células T. Uma tnica célula T ¢ capaz de reconhecer um peptideo especifico,
apresentado por apenas uma molécula de MHC. Assim, a apresentacao do peptideo antigénico
ligado a molécula de MHC ¢ a base para a restrigdo das respostas imunes mediadas por células

T (ABBAS et al., 2015).
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Figura 1 - Modelo de reconhecimento de um complexo peptideo-MHC pelas células T. Esta
figura mostra uma molécula do MHC apresentando um peptideo a um receptor de célula T,
destacando o reconhecimento feito por dois residuos polimérficos da molécula do MHC e um

residuo do peptideo.

Residuo do

peptidio em
contato com
acélulaT

Receptor da célula T

Residuo

polimorfico
do MHC
Residuo do
peptidio de
ancoragem

Peptidio

MHC

“Bolsao”
do MHC

Fonte: ABBAS et al. (2015).

Os receptores de antigeno das células T auxiliares, restritas ao MHC CD4", e de
linfocitos T CDS8" citotoxicos (CTL) sdo heterodimeros que consistem em duas cadeias
polipeptidicas transmembranares, designadas TCR a e 3, covalentemente ligadas umas as outras
por uma ponte dissulfeto entre os residuos extracelulares de cisteina. Estas sdo chamadas de
células T af. Um tipo menos comum de TCR ¢ composto por cadeias TCR y e 9, e as células
nas quais sdo expressos sdo chamadas células T y3. Cada cadeia TCR a e [} consiste de uma
por¢ao N-terminal do tipo imunoglobulina (Ig) de dominio variavel (V), um dominio constante
tipo Ig (C), uma regido hidrofobica transmembrana, e uma regido citoplasmatica curta de 5 a

12 residuos (Figura 2).
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Figura 2 - Estrutura do receptor de células T. Esquema do TCR af (a esquerda), identificando
os dominios de um TCR especifico a um complexo peptideo-MHC. A por¢do do TCR de ligagao
ao antigeno ¢ formada pelos dominios VP e Va. A direita, esta a estrutura da porgdo extracelular
de um TCR revelada por cristalografia de raios-X. A por¢ao hipervaridvel, que forma o local de
ligacdo peptideo-MHC, esta na regido superior de V3 e Va.

Cadeia -

Cadeia a

eg
transmembranar
Ligacao dissulfeto - ---

C Dominio Ig : )

Grupamento s
carboidrato
Fonte: ABBAS et al. (2015).

As regides V das cadeias de TCR o e B contém trechos curtos de aminoacidos que
concentram a variabilidade entre diferentes TCRs, e estes formam as regides hipervariaveis ou
determinantes da complementariedade (CDRs). Trés CDRs para a cadeia a e trés CDRs para a
cadeia B em conjunto formam a regido do TCR que reconhece especificamente os complexos
peptideo-MHC. Da mesma forma, os anticorpos (imunoglobulinas) possuem os dominios
variaveis da cadeia leve (VL) e pesada (VH) que contém as regides CDR, responsaveis pelo

reconhecimento do antigeno (ABBAS et al., 2015).

Devido as regides citoplasmaticas do TCR serem muito pequenas para realizar a
transducao de sinais, moléculas associadas fisicamente ao TCR funcionam como transdutoras

de sinal pelo complexo receptor de antigenos. As proteinas CD3 e ( estdo associadas de forma
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ndo covalente ao heterodimero TCR of para formar o complexo TCR (Figura 3). Quando o
TCR reconhece o antigeno, estas proteinas associadas levam a transducdo de sinal que resulta
na ativagdo da célula T. As proteinas CD3 e a cadeia C s3o idénticas em todas as células T,
independentemente da especificidade, o que € consistente com o seu papel na sinalizagdo e nao

no reconhecimento do antigeno (ABBAS et al., 2015).

Figura 3 - Componentes do complexo TCR. O complexo TCR de células T restrito ao MHC
consiste no TCR aff ndo covalentemente ligado ao CD3 e a proteinas .
TCR

B 1

o
]
. Espaoﬁ / '

extracelular

\.

Membrana
_ plasmatica

' Citoplasma '
| Motivo de ativacéo
a @ a base de tirosina
X 3 do imunorreceptor
i (ITAM)
g ¢ Ligagao dissulfeto ----

Fonte: ABBAS et al. (2015).

As proteinas y CD3, 3 e € sao homologas entre si. As regides N-terminais extracelulares
de v, 9, e cadeias de € CD3, cada uma contém um unico dominio do tipo Ig, e, por esta razdo,
estas trés proteinas sdo membros da superfamilia das Ig. Os segmentos transmembranares de
todas as trés cadeias CD3 contém um residuo de 4cido aspartico, negativamente carregado, que
interage com residuos carregados positivamente nos dominios transmembranares das cadeias o

e B do TCR. Cada complexo TCR ¢ formado por um heterodimero TCR of associado a um
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heterodimero ye CD3, um heterodimero CD3 8g, ¢ um homodimero { ligado por pontes
dissulfeto. Os dominios citopladsmicos das proteinas y CD3, 6 e ¢ variam de 44-81 residuos e
cada um destes dominios contém um motivo de ativagdo a base de tirosina do imunorreceptor
(ITAM), regido de proteinas de sinalizacdo que sdo fosforiladas em residuos de tirosina e
tornam-se locais de ligagdo para outras moléculas de sinalizacdo. A cadeia { tem uma pequena
regido extracelular de nove aminoacidos, uma regido transmembranar contendo um residuo de
acido aspartico, carregado negativamente (semelhante as cadeias CD3), e uma longa regiao
citoplasmatica (113 aminoacidos) que contém trés ITAMs (VALLEJO et al., 2004).

A ligagdo do TCR aos complexos MHC-peptideo resulta no agrupamento dos
correceptores com o receptor de antigeno e a fosforilacdo de residuos de tirosina de ITAM. A
fosforilacdo de tirosinas ITAM inicia a transdugdo de sinal e a ativagdo de tirosina quinases
subsequentes, que fosforilam residuos de tirosina em outras proteinas adaptadoras. Os passos
subsequentes na transdu¢do de sinal sdo gerados pelo recrutamento especifico de enzimas-
chave que iniciam diferentes vias de sinalizacdo cada uma. O reconhecimento de complexos
MHC-peptideo pode induzir uma alteragdo conformacional no TCR, fazendo com que os
ITAMs associados aos CD3 ou cadeias { ligadas tornem-se disponiveis para a fosforilagao da
tirosina por quinases da familia Src (ABBAS et al., 2015).

A fosforilagdo de proteinas tem um papel central na transdug¢do de sinal a partir do
complexo TCR e correceptores. Mesmo antes da ativacdo do TCR, ha fosforilagdo basal da
tirosina de ITAM e recrutamento de ZAP-70 para estas ITAMs fosforiladas. Em poucos
segundos apos a ligacdo do TCR, a Lck ¢ trazida para perto dos residuos de tirosina no interior
das ITAMs do CD3 e cadeias (, que sdo, portanto, mais extensivamente fosforiladas (Figura 4).
Além da Lck associada ao correceptor, a outra quinase da familia Src encontrada em associagao
fisica ao complexo de TCR ¢ Fyn associada ao CD3, que pode contribuir para a fosforilagao

basal da tirosina de ITAM (ABBAS et al., 2015).
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Figura 4 - Eventos iniciais da fosforilagdo da tirosina durante a ativacao de células T.

.................................

Complexo TCR e

correceptores sao compactados

dentro das rafts lipidicas da

membrana pelo reconhecimento .~ ¥
de antigeno P i

v

Lck fosforila as tirosinas
nos ITAMs

ZAP-70 se liga as
fosfotirosina e fosforila as
proteinas adaptadoras,
incluindo a LAT

@ Ras, fatores de
troca GTP/GDP

Ancoragem de proteina
adaptadora e esqueletos
de enzimas; multiplas
vias de sinalizagao sao
ativadas

Fosforilacéo e ativacao Ativacao de Ras,
de PLCyl vias de MAPK

Fonte: ABBAS et al. (2015).

Os ITAMs com tirosinas fosforiladas na cadeia ( sdo locais de ligagdo para a tirosina
quinase da familia Syk, chamada ZAP-70. proteina associada a { de 70 kDa. ZAP-70 contém
dois dominios SH2 que podem se ligar as fosfotirosinas dos ITAM. Conforme discutido
anteriormente, cada ITAM tem dois residuos de tirosina, e ambos devem ser fosforilados para
proporcionar um local de ancoragem para uma molécula de ZAP-70. A ZAP-70 acoplada torna-

se um substrato para a Lck adjacente apds o reconhecimento do antigeno por TCR, e a Lck
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fosforila residuos especificos de tirosina de ZAP-70 (Figura 4). Como resultado, a ZAP-70
adquire a sua atividade de tirosinaquinase e, em seguida, ¢ capaz de fosforilar outras moléculas
de sinalizacdo citoplasmatica. Um limiar critico de atividade de ZAP-70 pode ser necessario
antes que ocorram eventos de sinalizagdo subsequentes, ¢ este limite ¢ alcangado pelo
recrutamento de multiplas moléculas de ZAP-70 para os ITAMs fosforilados nas cadeias { e

nas caudas do CD3 (ABBAS et al., 2015).

1.2 Receptores de antigenos quiméricos (CARs)

A transferéncia passiva de células T autdlogas, que sdo cultivadas a partir de linfécitos
tumorais infiltrantes, pode causar regressdes de melanoma avangado em humanos. Como as
células T reativas ao tumor ndo podem ser cultivadas de forma confidvel, foram desenvolvidos
métodos de manipulacdo de células T a partir da maioria dos tumores humanos para expressar
genes que codificam receptores celulares especificos a antigenos tumorais (MILONE et al.,
2009; BRENTJENS et al., 2010). A transferéncia passiva desse tipo de células geneticamente
modificadas ¢ uma abordagem promissora para a imunoterapia do cancer (MICHAEL C.
JENSEN et al., 2010). Outra abordagem terapéutica com células T passivas ¢ projeta-las para
expressar receptores de antigenos quiméricos (CARs).

Em ensaios clinicos recentes, infusoes de células CAR T anti-CD19 causaram remissoes
completas prolongadas em pacientes com malignidades avancadas de células B (RAMOS;
DOTTI, 2011; ANNESLEY et al., 2017; WEI et al., 2017). A transferéncia adotiva de células
T manipuladas para expressar um receptor de antigeno quimérico (CAR) emerge entdo como
uma poderosa imunoterapia direcionada, mostrando respostas impressionantes em pacientes
com Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) altamente refrataria (QIAN et al, 2016;
TOMULEASA et al., 2018). No entanto, essa terapia ainda estd em um estdgio inicial de
desenvolvimento, e muitos aspectos moleculares e estruturais necessitam de estudos mais
aprofundados (ALABANZA et al., 2017).

Os receptores imunes quiméricos foram desenvolvidos pela primeira vez em meados da
década de 1980 e consistiam inicialmente das regides variaveis de um anticorpo monoclonal da
cadeia pesada e leve (VH e VL, respectivamente), responsaveis pelo reconhecimento do
antigeno, e das regioes constantes das cadeias a e 3 do receptor de células T (TCR) (KUWANA
etal., 1987). Em 1993, Eshhar e colaboradores modificaram essa estrutura para a que ¢ utilizada

hoje, comercialmente (ESHHAR et al., 1993), denominada de receptor de antigeno quimérico
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(CAR), que ¢ constituido por trés componentes: um dominio extracelular, um dominio
transmembrana ¢ um dominio intracelular (Figura 5). Avangos na engenharia genética
combinados com um melhor entendimento do reconhecimento de células T levaram ao
desenvolvimento dos CARs. Estes podem ser introduzidos em células T humanas para
redirecionar a especificidade ao antigeno ¢ melhorar a fungdo na imunoterapia passiva, um
tratamento que aumenta a capacidade do corpo de combater o cancer e atua fortalecendo as

células T (KULEMZIN et al., 2017).

Figura 5 - Modelo estrutural do CAR. Estrutura de CARs de primeira geragao,
segunda e terceira, exemplificando os trés dominios que o compdem: dominio
extracelular, transmembrana e intracelular.

Anticorpo

Dominio
extracelular ] Hinge
Dominio
transmembrana
. E g ] CD3 ] CD28
CAR de 1° geracao
CAR de 2° geracao

CAR de 3° geracao

Fonte: BORRIE; MALEKI VAREKI (2018, com adaptacdes).

O conceito basico relacionado a concep¢ao de CARs € a conexdo entre um dominio de
reconhecimento de ligacdo extracelular, geralmente um single chain fragment variable (scFv),

a um moddulo de sinalizagdo intracelular que inclui CD3-{, que possui a fun¢do de induzir a
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ativacao de células T apos o reconhecimento do alvo na célula tumoral (KULEMZIN ef al.,
2017). Os CARs sdo receptores projetados para serem expressos € conduzidos a superficie da
membrana de células imunes efetoras (c€lulas T) e conferir especificidade a células tumorais.
Assim, combinam a propriedade do anticorpo monoclonal de interagir com o antigeno presente
nas células tumorais com a capacidade de lise celular e de auto renovagdo das células T,
demonstrando algumas vantagens sobre as células T que ndo expressam os CARs (RAMOS;
DOTTIL 2011). Uma das vantagens ¢ que as células CAR T reconhecem e matam as células
tumorais independentemente do complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Portanto,
o reconhecimento da célula alvo pelo CAR ndo ¢ afetado pelos principais mecanismos que
fazem com que os tumores evitem o reconhecimento de células T restritas ao MHC, como o
processamento defeituoso do antigeno (CHMIELEWSKI et al., 2013).

O dominio extracelular ¢ o dominio responsavel pelo reconhecimento de antigeno, que
geralmente ¢ formado por um single chain fragment variable (scFv); e um espacador (hinge),
que conecta o dominio extracelular do CAR ao dominio transmembrana, sendo os hinges de
CD8a ou de CD28 muito utilizados na constru¢do de CARs (IMAI et al., 2004; MILONE et
al., 2009). Os dominios de reconhecimento de antigeno baseados em fragmentos de anticorpos
do tipo scFv sdo os mais utilizados nas construgdes de CARs, pois mantém a especificidade do
anticorpo monoclonal completo ao antigeno, possui maior penetragdo em tumores pouco
vascularizados (YOKOTA et al., 1992) e menor imunogenicidade em relagdo ao anticorpo
completo (BEGENT et al., 1996).

O desenvolvimento de novos CARs depende muito da construcao de scFvs, a partir da
sequéncia dos dominios varidveis da cadeia leve e pesada (VL e VH) de anticorpos monoclonais
especificos a receptores presentes na membrana de células tumorais. A utilizacdo de scFvs ¢é
limitada ndo s6 pelo pequeno repertorio de anticorpos monoclonais seletivos ao tumor, mas
também pela afinidade ao antigeno, que ¢ significativamente maior que a do TCR, podendo
interferir na sinalizacdo. Além disso, sua especificidade ¢ limitada a antigenos expressos na
superficie das células tumorais, ¢ ndo a antigenos intracelulares (SRIVASTAVA; RIDDELL,
2015).

A maioria dos CARs anti-CD19, testados clinicamente até o0 momento, contém scFvs
derivados de anticorpos monoclonais murinos. As respostas imunes ao CAR direcionadas aos
scFv murinos podem eliminar as células T que expressam o CAR e, consequentemente, anular
a eficicia terapéutica. J& foram relatadas respostas imunes das células T direcionadas a
componentes de CAR anti-CD19, sendo estas respostas problematicas quando infusdes sdo

administradas a um paciente repetidas vezes. Com o objetivo de limitar as respostas imunes
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anti-CAR, novos CARs anti-CD19 contendo regides varidveis de um anticorpo totalmente
humano vém sendo construidos e estudados (ALABANZA et al., 2017; SOMMERMEYER et
al., 2017).

A ligacdo ao antigeno realizada pelo scFv e a ativacdo subsequente feita pelo dominio
intracelular podem ser moduladas pela introducdo de uma sequéncia flexivel de ligacdo no
CAR, a regido espacadora (hinge), entre o scFv e o dominio transmembrana (ALABANZA et
al., 2017). O hinge pode provocar mudancas na funcao da célula CAR T ao alterar a quantidade
e a flexibilidade dos residuos que a formam (GUEST et al., 2005; HUDECEK et al., 2013).
Hudecek e colaboradores demonstraram que hinges menores conferem uma maior atividade
antitumoral ao CAR, por mediarem melhor a secre¢éo de citocinas apds o reconhecimento do
tumor, conduzindo a um aumento significativo na citotoxicidade, proliferacdo e funcgdes
efetoras in vitro (HUDECEK et al., 2013).

O hinge de CDS8a ¢ utilizado no CAR anti-CD19 ja comercializado pela empresa
Novartis, Kimriah® (ZHENG et al., 2018). Estudos confirmam a preferéncia por esse hinge,
uma vez que ja foi comprovado que CARs com hinge de CD8a produzem menores niveis de
citocina e menor morte celular induzida por ativacdo (AICD) quando comparado ao hinge de
CD28 (ALABANZA et al., 2017), o que confere uma maior persisténcia, in vivo, da célula
CART.

Uma comparagdo entre as estruturas dos dominios extracelulares de CD28 e CD8a.
revela diferencas entre a interface de homodimerizacao, devido a diferencas nos dominios
espacadores dessas duas moléculas. Os residuos que abrangem a interface de dimerizagédo do
dominio espacador do homodimero de CD28 desempenham um papel importante na formacao
de dimeros, pois formam uma area de interface nao polar, contendo uma grande quantidade de
atomos completamente enterrados, e também, devido a ligacdo dissulfeto entre os residuos
Cys123 de cada mondmero (EVANS et al., 2005). Ja estudos realizados com a interface de
dimerizacdo do homodimero de CD8a, revelam que a cauda C-terminal, contendo 27 residuos,
ndo é ordenada, o que sugere flexibilidade para essa regido. Assim, é menos provavel que o
hinge de CD8a. esteja localizado em interface de dimerizacgdo, com os residuos do C-terminal
afastados da estrutura. Isso sugere gque o hinge de CD8a proximo ao dominio scFv ndo interage
na configuracdo de um CAR dimérico (ALABANZA et al., 2017). Alem disso, a porcao
extracelular do CD8a possui potenciais locais de O-glicosilacdo e residuos carregados
negativamente, o que também reduz a propensao a auto associacdo (LEAHY et al., 1992).

O dominio transmembrana tem como principal funcdo conectar os dominios extra e

intracelular do CAR e, assim como o hinge, pode influenciar na funcéo efetora da célula CAR
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T. O dominio transmembrana consiste de uma a-hélice hidrofobica que atravessa a membrana
(GUEDAN et al., 2019). Os dominios transmembrana derivados de CD4, CD28 ou CD8a séo
os mais utilizados para CARs de segunda e terceira geracdo (IMAI et al.,, 2004,
KOCHENDERFER et al., 2009). A ligacdo do dominio intracelular préxima ao dominio
transmembrana pode permitir a sinalizacdo adequada das células CAR T. O uso dos dominios
transmembrana de CD8a ou CD28, ja amplamente utilizados, pode melhorar a expressao ou a
estabilidade do CAR (GUEDAN et al., 2019).

O dominio intracelular ¢ a porc¢ao ativadora de células T, formada geralmente de CD3-
{ nos CARs de primeira geracao (TASIAN; GARDNER, 2015; LIU et al., 2017). No entanto,
a sinaliza¢do de CD3-( pode ndo ser suficiente para produzir uma resposta imune duravel. Sem
um segundo sinal, ou coestimulo, as células T sofrem apoptose rapidamente apds estimula¢ao
(LIEBOWITZ et al., 1998; SALOMON; BLUESTONE, 2001). Esses dominios simulam a
coestimulagdo que € proporcionada durante o reconhecimento do receptor de células T (TCR)
por células apresentadoras de antigeno (APC) e requerida para ativagao de células T fisioldgicas
completas (SRIVASTAVA; RIDDELL, 2015). Além disso, os dominios coestimuladores
conferem as células CAR T uma maior persisténcia, in vivo, e maior eficacia antitumoral em
relagdo as que possuem apenas CD3-{ no seu dominio intracelular (FINNEY et al., 1998).
Portanto, os CARs de segunda e terceira geragdo, que apresentam respectivamente um ou dois
dominios coestimuladores intracelulares, geralmente CD28 ou 4-1BB (Figura 5), ligados ao
CD3-{, apresentam-se como alternativa aos CARs de primeira geragdo. O comprimento do
dominio intracelular do CAR determina sua capacidade de interagir com moléculas de
sinalizacdo endogenas (RAMELLO et al., 2019). O que pode explicar por que alguns CARs
promovem sinalizagdo tonica, independente de ligante, que tem sido associada a perda
antecipada de funcdo (LONG et al., 2015), e as diferencas entre os CARs no inicio e na
amplificacao da ativacao das células T.

CARs de segunda geracao, especificos para CD19, contendo os coestimuladores CD28
ou 4-1BB, demonstraram atividade antitumoral, in vivo, em modelos pré-clinicos e ensaios
clinicos para células B malignas (QIAN et al., 2016; WEI et al., 2017). Além disso, CARs de
segunda e terceira geracdo mostram-se mais efetivos que os de primeira, pois promovem maior
secrecdo de citocinas, expansdo de células T apoOs repetidas exposicfes ao antigeno e
persisténcia de células T (MAHER et al., 2002). A ativagdo das células T ocorre com dupla
sinalizacdo (sinal 1 e 2), onde participam trés tipos diferentes de receptores, receptores de
antigenos das células T (TCR), receptores de citocinas e receptores coestimuladores. O primeiro

é o sinal desencadeado pelo TCR, que reconhece o complexo peptideo antigénico-MHC na
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superficie das células apresentadoras de antigeno (APC). O segundo sinal é o sinal
coestimulador, produzido por uma molécula coestimuladora, como CD28, que promove a
sintese de interleucina 2 (IL-2) para completar a ativacdo das células T e evitar a apoptose. As
células T naive ndo podem desempenhar seu papel normal se o sinal coestimulador estiver
ausente, mesmo se as células T forem estimuladas pelo antigeno. Portanto, os CARs que
incluem apenas a sequéncia CD3-( ndo podem ativar as células CAR T sem um sinal
coestimulador. Consequentemente, os CARs de segunda geracdo possuem dominios de
sinalizacdo intracelular de varios receptores de proteinas coestimuladoras ligados a cauda
citoplasmatica dos CARs para fornecer sinais adicionais a célula T, que podem melhorar a
proliferacdo, citotoxicidade e resposta sustentada, e prolongar a vida das células CAR-T in vivo
(FINNEY etal., 1998; PARK et al., 2011).

O dominio 4-1BB pode manter o sinal de resposta das células T, que desempenha um
papel fundamental na sobrevivéncia das células T e na memoria das células T CD8 * citotdxicas
(ACUTO; MICHEL, 2003; FINNEY et al., 2004). O 4-1BB, membro da familia de receptores
de fator de necrose tumoral, foi utilizado no presente trabalho, pois evita a morte celular
induzida por ativacédo de células T (BUKCZYNSKI et al., 2003) e reduz a exaustdo de células
T induzida pela sinalizacédo ténica de CARs (LONG et al., 2015). Além de induzir a expansao
de células CD8" e melhorar as respostas das células T CD8" citotéxicas durante infeccéo viral
e rejeicdo de aloenxertos (SHUFORD et al., 1997). Ha também evidéncias experimentais com
modelos animais que apontam para um papel crucial da sinalizacdo de 4-1BB para respostas
antitumorais eficazes. Além disso, células CAR T anti-CD19 de segunda geracao, que possuem
4-1BB como coestimulador, apresentam potente atividade antileucémica (IMAI et al., 2004).

A especificidade e seguranca das células CAR T sdo determinadas pela escolha da
molécula alvo, e a maioria dos alvos identificados até agora ndo sao totalmente restritos a
tumores em sua expressao. Por exemplo, CD19 e CD20 séo expressos em células B malignas e
saudaveis e, portanto, células T expressando CARs especificos para esses antigenos destroem
células tumorais, mas também células B saudaveis, resultando em deplecédo de células B por
muito tempo. As células CAR T funcionais persistem in vivo, assim a ativacdo de um gene
suicida coexpresso condicional a células CAR T pode ser ativado para elimina-las ou regular
sua expressao, superando a imunodeplecdo com a reposi¢édo constante do conjunto de células B
pelas células-tronco hematopoiéticas (SRIVASTAVA; RIDDELL, 2015).

Nem todos os pacientes que recebem células CAR T anti-CD19 alcangam a remissao
total de suas malignidades, assim faz-se necessario a proposi¢do de células CAR T mais

eficientes contra células tumorais (ALABANZA et al., 2017). As respostas antitumorais apos
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infusBes de células CAR T tém sido consistentemente associadas a altos niveis de células T no
sangue, portanto um objetivo geral é desenvolver abordagens que ndo sé aumentem 0s niveis
de expressdo dessas células nos pacientes, mas também modulem a afinidade entre o scFv
utilizado no CAR e o0 antigeno presente na célula alvo e a acdo citotdxica, apds a ativacdo das
células CART.

1.3 Anticorpos

Imunoglobulinas humanas (anticorpos) sdo um grupo de glicoproteinas estrutural e
funcionalmente similares que conferem imunidade a seres humanos. A estrutura geral de um
anticorpo consiste de uma estrutura bifuncional (Figura 6), que compreende, de um lado, dois
sitios de ligagdo ao antigeno (antigen binding fragment, Fab), e um sitio efetor (cristallized
fragment, Fc) do outro lado (ABBAS, ABUL K.; LICHTMAN, ANDREW H.; PILAI 2012).
Todos os anticorpos possuem as mesmas caracteristicas estruturais basicas, mas apresentam
uma grande variedade nas regides que se ligam aos antigenos.

Os anticorpos sao constituidos de quatro cadeias, sendo duas cadeias leves idénticas
(isotipos k ou A) e duas cadeias pesadas idénticas (isotipos v, €, 8, a, ou ). A cadeia leve €
formada por dois dominios, chamados de dominio varidvel (Vi) e constante (Cr), devido a
variabilidade da sequéncia de amino4cidos. A cadeia pesada contém um dominio variavel (Vu)
e trés ou quatro dominios constantes (Cui. Ch2, Cu3, Cu4), dependendo do isotipo (ALBERTS
et al., 1989). Cada dominio ¢ formado pelo empacotamento, face a face, de duas folhas 3, unidas
por pontes dissulfeto conservadas e pela interagdo entre as fitas dos loops (CHOTHIA; LESK,
1987). Pontes dissulfeto intracadeias estabilizam os dominios de ligagdes dissulfeto

intercadeias dobraveis e também a interacao entre as cadeias pesada e leve, e entre as pesadas.
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Figura 6 - Estrutura tridimensional do anticorpo, em formato de Y. Cada esfera
representa um residuo da estrutura do anticorpo. Azul: cadeias leves e cinza: cadeias
pesadas.

Dominio VH Dominio CL CH1 Dominio VH

Dominio VL

Fonte: ELGERT (1998, com adaptagdes).

Os sitios de ligacao ao antigeno da maioria dos anticorpos sao formados, primariamente,
por seis loops ou regides determinantes de complementariedade (CDRs), sendo trés no dominio
VL (CDR LI1. L2 e L3) e trés no dominio VH (CDR H1. H2 e H3), enquanto que as outras
regides dos dominios variaveis, que ndo compdem os /oops, sdo denominadas “framework”
(HOLLIGER; HUDSON, 2005; NELSON; REICHERT, 2009). Essas regides sao altamente
conservadas, tanto em sequéncia quanto na conformagdo da cadeia principal, podendo, desta
forma, ser modeladas com técnicas padrao de modelagem por homologia (MOREA et al., 1998).

O scFv ¢ formado pelos dominios VH e VL (Fv) de um anticorpo monoclonal (Figura
7) ligados por um polipeptideo flexivel (linker) (AHMAD et al., 2012), que previne a
dissociagdo dos dominios (MOHAMMADI, M.; NEJATOLLAHI, 2014). O scFv possui
simultaneamente uma melhor capacidade farmacocinética de penetragdo em tecidos e demanda
menor custo computacional durante a simulacdo de Dindmica Molecular (DM) (KANDA;
WATANABE, 1996; HOLLIGER; HUDSON, 2005; NELSON; REICHERT, 2009), em relacao
ao anticorpo completo. Além disso, esse fragmento mantém a regido de ligagao do anticorpo ao
antigeno e possui a mesma especificidade e afinidade do anticorpo monoclonal (WANG;
DUAN, 2011). A figura 7B evidencia a representagdo das regides CDRs, responsaveis pelo
reconhecimento do antigeno, e as regides framework de um anticorpo monoclonal (SELA-

CULANG et al., 2013).
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Figura 7 — Representagdo estrutural do anticorpo monoclonal. A) Estrutura tridimensional de
um anticorpo monoclonal. Em evidéncia fragmentos Fab ¢ Fv. B) Representagdo esquematica
de um anticorpo monoclonal, destacando as regidoes CDRs e framewortk.

A Fab

Fonte: SELA-CULANG et al. (2013).
1.4 Receptor CD19

O antigeno CD19 humano ¢ uma glicoproteina transmembrana de 95 kDa presente nas
células B progenitoras, naive e de memoria, bem como em células tumorais que acometem
linfocitos B, mas nao nas células hematopoiéticas nem nas células plasmaticas terminalmente
diferenciadas (TEPLYAKOV et al., 2018). O CD19 nao é prontamente eliminado das células e
¢ internalizado com o anticorpo ligado, permitindo a entrega de toxinas ligadas a anti-CD19
(UCKUN et al., 1988).

O CD19 € um biomarcador para o desenvolvimento de células B, diagndstico de linfoma
e imunoterapia. Este receptor ¢ classificado como uma proteina transmembrana do tipo I, com
um Unico dominio transmembrana, um C-terminal citoplasmatico e um N-terminal extracelular.
Nao existe homologia significativa entre o0 CD19 e outras proteinas conhecidas, sendo um alvo
perfeito para imunoterapia mediada por CAR (TEPLYAKOV et al., 2018).

A porg¢ao extracelular do CD19 contém dois dominios do tipo Ig (imunoglobulina), do

tipo C2, divididos por um dominio ndo semelhante a Ig, ligado por liga¢do dissulfeto, bem
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como locais de adi¢do de carboidratos ligados a N (Figura 8). O dominio citoplasméatico

altamente conservado consiste em 242 aminoacidos com nove residuos de tirosina proximos ao

C-terminal (HAAS; TEDDER, 2005; TEDDER, 2009). Varios estudos sugerem que as fungdes

bioldgicas do CD19 dependem de trés residuos citoplasmaticos da tirosina - Y391. Y482 e Y513,
representados na Figura 8 (WANG et al., 2012).

Figura 8 — Representagdo da estrutura do CD19. Os dois dominios extracelulares C2
semelhantes a Ig (/g-like) sdo separados por um pequeno dominio helicoidal ndo semelhante a
Ig com possiveis ligagdes dissulfeto. O dominio citoplasmatico de 242 aminoacidos, altamente
conservado, possui varios residuos de tirosina, sendo trés desses residuos chave para as fungdes
biologicas do CD19, os que estao destacados na figura.

NH,
! 5P
SP: peptideo sinal e
C2: dominio Ig-like
TM: dominio transmembrana CD19
2
Extracelular
™
Citoplasmatico
381
Y482
\_"'ﬂ
C/ |- Y513
556
COOH

Fonte: adaptado de WANG et al. (2012).

A estrutura cristalografica do dominio extracelular do CD19 humano (residuos 21-277
codigo UniProtKB CD19 HUMAN) cocristalizada com o fragmento Fab do anticorpo murino
B43 (PDB 6ALS5) j4 foi obtida a uma resolugdo de 3,0 A. Esse complexo permitiu identificar o
epitopo do CD19 e sugeriu que a atuagdo deste anticorpo seja por um mecanismo chave-
fechadura de reconhecimento de antigeno (TEPLYAKOV et al., 2018). O CD19 extracelular
possui uma estrutura secundaria de folhas-B3, formada por seis folhas-B de um lado e 10 folhas-

3 do outro como mostrado na Figura 9, o que faz dele parte da superfamilia das imunoglobulinas.
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Figura 9 - Representacdo em ribbon da porcao extracelular do CD19. Cores: azul
(N-terminal) ao vermelho (C-terminal). Os loops que nao foram definidos na
densidade eletronica da estrutura cristalografica (PDB 6ALS) estdo mostrados em
cinza. Os carboidratos observados nos locais de N-glicosilagdo estdo mostrados
como sticks em magenta; outros potenciais locais de N-glicosilagio mostrados
como esferas. As pontes dissulfeto estao representadas em sticks amarelas.

loop 138-152

loop 40-47

loop 216-224

loop 177-183 \

Fonte: TEPLYAKOV et al. (2018).

O anticorpo monoclonal B43 ¢ uma imunotoxina anti-CD19 de alta afinidade capaz de
ocasionar apoptose em células B leucémicas, com um fenoétipo resistente a drogas (MEANY et
al., 2015). O anticorpo Blinatumomab, uma constru¢do de anticorpo biespecifico no formato
BiTE (dispositivo biespecifico de células T), formado pelo B43 que reconhece o CD19 com
uma constante de dissociacdo de 1.6x10° M (LEE, K. J. et al., 2016), foi aprovado para uso em
pacientes com precursores de Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) de células B refrataria ou
recidiva (KANTARJIAN et al., 2017).

Esse anticorpo interage com o CD19 na por¢ao central do dominio extracelular do CD19
(Figura 10A) e reconhece o epitopo, formado por 16 residuos, compreendido de trés alcas
(loops) formadas pelos residuos 77-97 (loop 1), 135-146 (loop 2) e 196204 (loop 3) (Figura
10B). O loop 3 ocupa o bolso central na regido CDR, enquanto os outros dois interagem com a
CDR H3 no exterior do Fab, de modo que a CDR H3 se encaixa na cavidade entre os loops 2 e

3, como mostrado na Figura 10B. O paratopo do anticorpo B43 (residuos do anticorpo em
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contato direto com o CD19, usando um raio de corte de 4 A, inclui 15 residuos, todos da cadeia
pesada. A cadeia leve ndo estd em contato com o CD19 (Figura 10C). As trés CDRs da cadeia
pesada contribuem para a ligacdo (Figura 10C) (TEPLYAKOV et al., 2018). Interacdes
eletrostaticas desempenham um papel importante na interacdo Fab-CD19. A carga positiva das
duas lisinas e duas histidinas do loop 3 do CD19 e a carga global negativa de B43, devido a oito
residuos carregados negativamente nas CDRs, promovem atragdo eletrostatica de longo alcance

(couldmbica) Fab-CD19.

Figura 10 — Estruturas do Fab do anticorpo B43 e do CD19 cocristalizados. A) Representagao
em cartoon do complexo Fab B43-CD19. CD19 esté representado em cinza, cadeia pesada do
Fab em azul e cadeia leve do Fab em verde. B) Interface de interagdo entre os dominios
variaveis da cadeia leve (VL) e pesada (VH) do anticorpo B43 (superficie) e o CDI19
extracelular, evidenciando os loops do epitopo, loop 1 (azul claro), loop 2 (amarelo) e loop 3
(lilas) e a regido CDR H3 em linhas azuis encaixada entre os loops do epitopo. C) Interface de
interagdo VL-VH e CD19, evidenciando as CDRs do dominio VH, CDR H1 (verde), H2 (roxo)
e H3 (azul), e as algas do epitopo do CD19.

extracelular ( 7 7\ \CD19
) - 7 = extracelular
C
VL
CD19
extracelular

1)

Fonte: elaborada pelo autor. |
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O CDI19 ¢ expresso na maioria das malignidades que acometem células B, incluindo
Leucemia Linfoblastica Aguda, Leucemia Linfocitica Cronica e linfoma ndo-Hodgkin. Além
disso, estd ausente nas células progenitoras da medula 6ssea (UCKUN et al., 1988) e ¢ expresso
ao longo do desenvolvimento das células B, assim, desempenha um papel crucial na
manutengdo do equilibrio entre a resposta imune humoral, antigeno-induzida e na indugdo de
tolerancia. Portanto, a imunoterapia baseada em células CAR T, que possui como alvo o CD19,
emerge como uma abordagem terapéutica promissora para doengas autoimunes e malignidades

de células B.

1.5 Simulagio de Dindmica Molecular (DM)

A simulacdo por Dinamica Molecular (DM) ¢ uma técnica essencial para o
entendimento da relacdo entre a estrutura e a funcdo de moléculas biologicas. Essa técnica
considera uma molécula como um modelo dindmico em que as movimentagdes internas e as
mudangas conformacionais de um conjunto de 4&tomos sdo essenciais para a determinacao de
sua funcdo (KARPLUS; MCCAMMON, 2002). A partir dos detalhes atomisticos fornecidos
pela simulagdo de DM, ¢é possivel acessar informacdes detalhadas sobre a estrutura
tridimensional de uma proteina em equilibrio em um solvente ou uma enzima interagindo com
um substrato, por exemplo (HANSSON et al., 2002).

As simulagdes de DM podem facilitar a interpretagdo de dados experimentais, por meio
do teste de modelos propostos para descrever fendmenos naturais, resultando em dados que sdo
dificeis ou impossiveis de se obter experimentalmente (FRENKEL; SMIT, 2002; ALLEN;
TILDESLEY, 2017). Além disso, a DM acessa detalhes atomisticos e descreve movimentos
moleculares que as técnicas de cristalografia de raios-X, ressondncia magnética nuclear,
espalhamento de néutrons e espectroscopia de fluorescéncia nao alcangam (VAN
GUNSTEREN et al., 2008).

As interagdes entre atomos e moléculas sdo empiricamente descritas como uma fungao
do potencial, da qual derivam as for¢as que atuam sobre cada particula. Com o conhecimento
dessas forgas, ¢ possivel calcular a dindmica dos atomos no sistema usando as equacoes de
movimento de Newton.

A funcdo do potencial consiste de um conjunto de equagdes que descrevem
empiricamente as interagdes entre atomos ligados e ndo ligados (ABRAHAM et al., 2013). Esta
func¢do, juntamente com o conjunto de seus parametros empiricos, ¢ referida como campo de

forca. Este possibilita o calculo do potencial total, V (Equagdo 1), do sistema a partir de
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coordenadas atdmicas espaciais € leva em consideracdo a interagdo entre atomos ligados,
incluindo angulos de ligacdo, torsionais e diedrais, e a interacdo entre atomos nao ligados (Vnao-

ligados) (FRENKEL; SMIT, 2002; ALLEN; TILDESLEY, 2017).

1 1
V= EZ ligagdes K, (beq _b)2 * EZ éngulosKe (eeq_g)z +

1

E Z torsdes K(p [1+ COS(”(”)] + Zvnéo—ligados

(D)

Em um determinado momento (t), b ¢ o comprimento de ligagdo (instantaneo) que
representa o desvio em relagdo ao comprimento de equilibrio beg da ligacdo; 6 ¢ o angulo
instantaneo entre duas ligagdes quimicas consecutivas que descreve o desvio em relagdo ao
angulo de equilibrio feq entre as duas ligagcdes quimicas; K, ¢ a constante de Hooke associada
a deformacdo da ligagdo quimica especifica, e Ky € a constante de Hooke para a restitui¢ao do
angulo de equilibrio (feq) entre as duas ligagcdes quimicas, visto que as distancias de ligagdes e
as amplitudes dos angulos podem oscilar, considerando um modelo de oscilador harmonico,
entre as posi¢coes de deformacao maxima e a posi¢ao de equilibrio; ¢ representa o angulo de
torsdo, e n ¢ a multiplicidade do angulo quando este passa por 360° (FRENKEL; SMIT, 2002;
ALLEN; TILDESLEY, 2017).

O potencial entre atomos nado ligados (Equagdo 2) ¢ representado pelo somatdrio do
potencial de Lennard-Jones (Vi.5) (Equagao 3), que modela a interagao de van der Waals (vdW),
responsavel por interagdes de curto alcance, com o potencial de Coulomb (Equacao 4), que

modela as interacdes eletrostaticas (Velet), consideradas de longo alcance.

Vnéo—ligados :VL—J +Velet (2)
12 6
O'i- O'i-
Vi, =24 r—] —[r_—_‘ (3)
ij ij
0;q;
elet 247[505r rij ( )

Na Equagdo 3, oj; € a distancia finita entre os 4&tomos i e j, distdncia em que o potencial

entre atomos ¢ zero, sendo que €; ¢ a profundidade do potencial entre a barreira repulsiva e
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atrativa entre os atomos i ¢ j. Esses sdo pardmetros ajustados por célculos tedricos ou
experimentais. Na Equacdo 4, Ve € referente as interagdes eletrostaticas, r; corresponde a
distancia entre os 4tomos i € j com as cargas, g; € g; pontuais, &, ¢ a constante dielétrica relativa
do meio e ¢, a permissividade do espaco livre.

Na Equacgdo 5, ¢ possivel encontrar as forcas (F) que atuam sobre cada atomo i,

calculando-se a derivada do potencial (V), em relagdo a posi¢do (r) de cada atomo.

'Ei :_dV(rl,rz,r3,...,rN) )
dr,

As posigdes e a aceleracdao dos atomos no tempo ¢ sdo utilizadas para calcular a posi¢ao
no tempo anterior (¢ - dt) e a nova posi¢do (¢ + dt). Dada uma configuracdo inicial do sistema
(posi¢des nos eixos X, y € z), as forcas exercidas para cada 4tomo podem ser resolvidas pela derivada
primeira do potencial (V), considerando o campo de for¢a (Equacdo 1), em relacdo as posicoes
desses atomos (Equagdo 5). Ao obtermos as for¢as que atuam sobre cada atomo, os valores de
aceleracgdo sao obtidos segundo a equagdo de Newton (principio fundamental da dindmica), que

¢ resolvida para cada um dos atomos, seguindo a Equagao 6:

(6)

Onde F; é a forga exercida em cada 4tomo i, ai é a aceleracdo para 0 atomo i que possuli
massa m; e dt é o intervalo de tempo de para evoluir o sistema temporalmente.

Na DM, apods determinada a aceleragdo, integra-se as equacdes de movimento de
Newton por algoritmos como o de Verlet (VERLET, 1967), para obter a nova posi¢ao do atomo.
As posigdes atdmicas sdo gravadas em arquivos de trajetdria para posterior analise. Portanto,
aplicando a integracdo das equagdes de movimento sucessivamente as novas posicdes (Equacao
7), obtidas em sucessivos intervalos de tempo dt, € possivel atingir o intervalo de tempo total e
consequentemente obter a trajetoria atdmico-molecular, ao longo do tempo. A partir da
trajetoria obtida da simulagdo, podem ser realizadas andlises que permitem o acesso a

informagdes sobre a interagdo entre moléculas e as energias envolvidas nessa interacao.

r(t+dt) = 2r(t) —r(t —dt) + a(t)dt? (7)
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Onde as posi¢des e aceleragdes dos a&tomos no tempo ¢ sdo utilizadas para calcular »(7 -
dt), posicdo no tempo anterior e (¢ + dt), a nova posi¢do, sendo df o intervalo temporal para
evoluir o sistema.

As etapas de simulagcdo de DM sdo essenciais para se obter a trajetoria das moléculas na
caixa de simulacdo e realizar andlises posteriores. Primeiramente, ¢ obtida a configuracio
inicial das moléculas que irdo compor a caixa de simulagdo. Esta configuragdo pode ser obtida
a partir de dados cristalograficos do Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et al., 2000). Depois
da obtengdo da configuragao inicial, € realizado o calculo das forgas exercidas sobre cada 4tomo
do sistema, utilizando as informagdes de parametros do campo de for¢a e posigdes atdmicas.
Em seguida, ¢ necessario realizar a minimiza¢ao de energia da interagdo entre as moléculas do
sistema para reacomoda-las na caixa de simulagdo e evitar choques entre os atomos. Apos se
obter um minimo de energia, a estrutura e a dindmica do sistema precisam ser ajustadas para se
obter o estado termodindmico de interesse por meio da termalizagdo ou equilibragdo do sistema.
Essa etapa ¢ controlada em ensemble candnico (NVT), representado por numero de moléculas
e volume fixos e temperatura controlada ou em ensemble isotérmico-isobarico (NPT) (ALLEN;
TILDESLEY, 1987), no qual o nimero de moléculas ¢ fixo e a pressdao e temperatura sao
controladas para convergir com os parametros de referéncia (BERENDSEN, HJ C et al., 1984;
HUANG, 1987; BERENDSEN et al., 1995). Ap6s a termalizagdo, o sistema esta pronto para
ser simulado em ensemble NVT ou NPT. Por fim, sdo realizadas andlises energéticas e

estruturais usando as trajetorias obtidas.

1.6 Importancia e justificativa

O Ministério da Satde estima cerca de 10.000 novos casos de Leucemia e também cerca
de 10.000 casos de Linfoma nao-Hodgkin para cada ano de 2018 ¢ 2019 no Brasil (INCA,
2018). Os pacientes sdo convencionalmente tratados com quimioterapia e anticorpos
monoclonais (mAbs) como adjuvantes, sendo que alguns deles podem alcangar sobrevida
prolongada livre da doenga apos o transplante de células-tronco alogénicas. Entretanto, o
transplante € limitado pela significante mortalidade relacionada ao procedimento e pela falta de
doadores adequados. Em pacientes com neoplasias de células B que recidivam apos o
transplante alogénico de células-tronco, a infusdo de linfocitos do doador alogénico pode
induzir remissdes. A eficicia dessas infusdes de linfocitos fornece uma justificativa para
tentativas de desenvolver outras imunoterapias celulares para malignidades de células B

(KOCHENDERFER et al., 2010).
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O CD19 ¢ um alvo promissor para terapias com células T especificas ao antigeno, pois
¢ expresso significativamente em células B malignas, assim como em células B saudaveis e
c¢lulas dendriticas foliculares, porém ausente em células-tronco hematopoiéticas e em células
pro-B (KOCHENDERFER et al., 2010).

A imunoterapia utilizando células CAR-T anti-CD19 ¢ um tratamento efetivo para
leucemias e linfomas que acometem células B (MAKITA et al., 2017). Com o objetivo de
limitar as respostas imunes anti-CAR, novos CARs anti-CD19 vém sendo construidos e
estudados (ALABANZA et al., 2017, SOMMERMEYER et al., 2017). As sequéncias dos
dominios variaveis (VL e VH) para compor o scFv escolhido para o CAR nesse estudo, foram
retiradas do anticorpo monoclonal (mAb) murino B43 (PDB 6ALS) que ja possui estrutura
cristalografica, facilitando a realiza¢do dos estudos de interagdo entre scFv-CD19 e entre CAR-
CD19 por simulagdo de Dindmica Molecular.

O hinge de CD8a, o dominio transmembrana de CD8a e intracelular, formado pelo
coestimulador 4-1BB ligado ao dominio de sinalizagdo CD3-(, foram utilizados para a
montagem do CAR anti-CD19 nesse trabalho, pois ja sdo utilizados no CAR comercial
Kymriah® da empresa Novartis (SALMIKANGAS et al., 2018), ja utilizado para tratamento de
Leucemia Linfoblastica Aguda.

Nao hé estudos descritos na literatura que explicam molecularmente o mecanismo de
ativacao de células CAR T pela transducao de sinal ou predizem a estrutura de CAR anti-CD19
completo. Assim, os componentes do CAR: scFv, hinge, dominio transmembrana ¢ dominio
intracelular foram modelados, a fim de propor um modelo para a estrutura completa do CAR
em membrana com constituicdo semelhante a de células T. Além de obter informagdes
estruturais, através de simulacdo de Dinamica Molecular, relacionadas ao mecanismo de

sinalizacdo do CAR modelado, interagindo com CD19, marcador de células cancerosas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Obter informagdes estruturais, através de simula¢do de Dinamica Molecular,

relacionadas a0 mecanismo de sinalizagdo de um CAR em membrana de células T modelado,

interagindo com a proteina de membrana CD19, marcador de células cancerosas.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

f)
9)

h)

)

Construir o scFv anti-CD19 com base nas informagdes cristalograficas do fragmento
Fab do anticorpo B43 (PDB 6ALS) e submeter o scFv obtido a simulacdo de DM;
Construir modelos de membrana de tamanhos diferentes no programa CHARMM-GUI,
suficientes para conter a por¢do transmembrana, 0 CAR e o complexo CAR-CD19;
Modelar por homologia o hinge de CD8a e submeter o modelo obtido a simulagdo de
DM para, posteriormente, unir ao scFv construido, finalizando a por¢ao extracelular do
CAR;

Modelar por homologia a por¢ao transmembrana de CD8a em modelo de membrana
gerado no programa CHARMM-GUI, submeter o modelo obtido a simulagdo de DM e,
posteriormente, unir ao scFv-hinge;

Modelar por montagem (threading) a por¢ao intracelular (4-1BB-CD3-() e submeter o
modelo obtido a simulagdo de DM. Em seguida, unir o modelo obtido a por¢do
transmembrana do CAR;

Modelar o CAR em interface membrana/dgua e submeté-lo a DM;

Realizar andlises estruturais e energéticas, utilizando as trajetorias de DM, para verificar
a estabilidade dos modelos construidos em agua;

Modelar o sistema CAR-CD19 em interface membrana/agua e submeté-lo a DM;
Realizar andlises estruturais e energéticas da interagdo CAR-CD19 a partir das
trajetorias de DM obtidas;

Realizar Anélise de Componentes Principais (PCA) para inferir a transdu¢do de sinal do

CAR, comparando-se o CAR livre ao CAR interagindo com CD19.
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3 METODOLOGIA

3.1 Modelagem Molecular

A estrutura tridimensional (3D) de wuma proteina pode ser determinada
experimentalmente por Difragdo de raios X e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Essas
técnicas possuem limitagdes, por exemplo, a obtengdo de amostras em quantidade suficiente
para os ensaios necessarios ou a dificuldade de se conseguir cristais de qualidade para difragao
(FILHO; ALENCASTRO, 2003). Apesar da grande evolugdo nesse campo, a obtengdo de
estruturas tridimensionais por esses métodos ainda ¢ um processo demorado e sem sucesso
garantido. Com o aumento do nimero de projetos de sequenciamento genOmico e tais
limitagdes da predi¢do experimental de estruturas proteicas, surgiu a necessidade de aumentar
o0 uso de técnicas teoricas de predicao (WATERHOUSE et al., 2018). Sabe-se, ainda, que um
gene pode codificar varias proteinas diferentes e, desta forma, obter a estrutura tridimensional
de todas elas por meio de métodos experimentais, torna-se impossivel. Porém, conhecendo-se
a sequéncia de aminodcidos de uma proteina de interesse, ¢ de posse de uma estrutura ja
resolvida, que possua certa identidade estrutural (molde), pode-se predizer a estrutura 3D de
uma proteina ainda ndo resolvida. A essa técnica da-se o nome de modelagem comparativa ou
modelagem por homologia. Essa técnica utiliza parametros observados durante a evolucao,
como a semelhanga estrutural e funcional observada quando h4 alta similaridade entre
sequéncias, a presenca de regides conservadas em proteinas homologas (principalmente
estrutura secundaria) e os “loops” ou regidoes de alga em que se ocasionam as principais
diferencas estruturais entre proteinas homologas (FILHO; ALENCASTRO, 2003).

A avaliagdo da qualidade dos modelos ¢ uma importante etapa no processo de
modelagem por homologia. Quando um modelo ¢ predito através dessa abordagem, € necessario
avaliar diferentes propriedades de organizacdo estrutural, como a estereoquimica, a
confiabilidade do enovelamento conforme os ambientes quimicos em que os residuos se
encontram ¢ o empacotamento de residuos (FILHO; ALENCASTRO, 2003; SILVA; SILVA,
2007). A qualidade estereoquimica dos modelos ¢ verificada através de parametros como
comprimento das ligacdes, angulos entre ligacdes, angulos torsionais (Phi, ® e Psi, V),
representados na Figura 11. e sdo avaliados ao assumirem conformacgdes permitidas no
diagrama de Ramachandran (RAMACHANDRAN et al., 1963). Sao verificados também os
maus contatos (impedimentos estéricos), a quiralidade dos aminoécidos, desvios em relagdo a

geometria tetraédrica dos carbonos alpha (Ca), dentre outros.
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Figura 11 - Representagao da ligacao peptidica e dos angulos diédricos
de rotagdo Phi e Psi.
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Fonte: ALBERTS et al. (2017).

Uma vez que ndo ha estrutura tridimensional j& descrita do CAR, foram construidos
modelos baseados em estruturas tridimensionais ja resolvidas e depositadas em banco de dados
(BERMAN et al., 2000) para cada um de seus dominios, através das técnicas de modelagem
comparativa e modelagem por threading. Os programas utilizados para a modelagem foram
MODELLER (WEBB; SALLI, 2016) e I-TASSER (YANG et al., 2015).

O MODELLLER ¢ um programa disponivel para uso livre que necessita da interagdo
do usudrio, através do uso de scripts. Ele utiliza um método de modelagem comparativa pela
satisfacao de restrigdes espaciais com base no alinhamento da sequéncia a ser modelada com
sequéncias de estruturas ja conhecidas (SALI; BLUNDELL, 1993). O algoritmo de
programacdo dinamica local ¢ utilizado para identificar sequéncias relacionadas (SMITH;
WATERMAN, 1981). O melhor modelo ¢ selecionado através do valor da fungdo objetiva
MODELLER, DOPE score (SHEN; SALI, 2006) ou SOAP (DONG et al., 2013). Entao,
informacgdes geométricas e de restrigdes sdo extraidas do molde e as restricdes estereoquimicas
sdo obtidas do campo de for¢a de mecanica molecular CHARMM-22 (MACKERELL et al.,
1998). A sele¢ao das melhores informagdes acerca da geometria da sequéncia de referéncia ¢
baseada em andlises estatisticas de um conjunto representativo de todas as estruturas de
proteinas conhecidas (WEBB; SALI, 2016). O modelo construido ¢ otimizado, para
minimizac¢do das violacdes das restrigdes espaciais, utilizando o algoritmo conjugate gradient
(HESTENES; STIEFEL, 1952) e Dinamica Molecular.

O I-TASSER ¢ um programa, alocado em um servidor online, de predig¢do de estrutura
e funcdo de proteinas. Ele gera um modelo completo de proteina através da remocdo de

fragmentos continuos encontrados apos os alinhamentos com as estruturas molde (moldes) e
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remontando-os, utilizando simulagdes de Monte Carlo replica-exchanged. Para cada estrutura
que se quer modelar, as simulagdes do [-TASSER geram um grande conjunto de conformagdes
estruturais, denominadas de decoys, que sao geradas durante a simulacdo e agrupadas pelo
programa SPICKER em clusters com base na similaridade da estrutura. Os cinco principais
clusters de configuracdes sdo selecionados para gerar os modelos atdmicos completos. A
densidade do cluster ¢ definida como o niimero de decoys da estrutura em uma unidade de
espaco no respectivo cluster. Uma densidade de cluster mais alta significa que a estrutura ocorre
com mais frequéncia na trajetoria da simulagdo e, portanto, significa um modelo de melhor
qualidade (ZHANG, 2008; ROY et al., 2010; YANG et al., 2015).

A confiabilidade de cada modelo ¢ medida quantitativamente pelo C-score, que ¢
calculado com base no alinhamento as estruturas molde e nos pardmetros de convergéncia das
simulagdes de montagem (threading) da estrutura. O C-score € obtido na faixa de [-5, 2], onde
um C-score de maior valor significa um modelo com maior confiabilidade. Os pardmetros de
TM-score e RMSD, que medem a similaridade entre duas estruturas, sdo estimados com base
no C-score e sao geralmente usados para medir a precisdo da modelagem da estrutura. Um TM >
0.5 indica um modelo de topologia correta ¢ uma pontuagdo de TM < 0.17; significa uma
similaridade aleatoria.

Existem varios programas que analisam os melhores modelos escolhidos, mas os
modelos obtidos nesse trabalho foram submetidos nos programas PROCHECK (LASKOWSKI
et al., 1993) para validagao da estrutura no grafico de Ramachandram, determinando se seus
residuos se encontram em regides favoraveis ou permitidas. No grafico, estas areas sao
representadas pelas cores mais escuras. Um modelo de boa qualidade deve apresentar mais de
90% de seus residuos nessas regides. Os modelos também foram submetidos no programa
MolProbity (DAVIS et al., 2007; CHEN et al., 2010), que proporciona uma analise detalhada
de contato de todos os dtomos em qualquer impedimento estérico. Os valores sdo fornecidos
em contagem bruta e em percentil. O clash score é o nimero de sobreposicdes estéricas graves
por 1000 atomos. Esse valor ¢ dado em percentil, que ¢ uma medida utilizada para dividir uma
amostra de valores, ordenados de forma crescente, em cem partes, assim, o centésimo percentil
¢ o melhor entre estruturas de resolucao comparavel e o 0 percentil € o pior. O MolProbity score
combina as avaliagdes de clashscore, rotameros e Ramachandran em uma Unica pontuagao,
normalizada para estar na mesma escala da resolucao de raios-X. Um modelo de boa qualidade
deve apresentar uma combinagdo de parametros, como clash score e MolProbity score mais
proximo de 100° percentil, menor nimero de rotameros ruins € menos de 0.05% de residuos

em regides nao permitidas, por exemplo.
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Em seguida, os modelos foram submetidos a minimizagdo e termalizagdo para se obter
as estruturas de menor energia através de Mecanica Molecular (MM) e Dindmica Molecular

(DM).

3.2 Simulacao de Dinamica Molecular e analises

As simulacdes de DM seguiram os protocolos incluindo etapas de minimizagao de
energia, termalizagdo e fase de aquisicao da trajetoria que foram realizadas utilizando o pacote
GROMACS versao 2018, (BERENDSEN et al., 1995; LINDAHL; HESS, 2001; SPOEL, VAN
DER et al., 2005; HESS et al., 2008; PRONK et al., 2013; ABRAHAM et al., 2015; PALL et
al.,2015). O campo de forca utilizado para descrever as interagdes atdmicas foi o CHARMM36
(HUANG; MACKERELL, 2013). As coordenadas atomicas das estruturas do scFv, do hinge,
dos dominios transmembrana ¢ intracelular, ¢ do CD19 foram submetidas no servidor H++
(GORDON et al., 2005; MYERS et al., 2006; ANANDAKRISHNAN et al., 2012) para
determinar a protonagao dos residuos de histidina a um pH de 7,4 (pH fisiolégico). Os terminais
de todas as proteinas foram determinados como carregados.

A etapa de minimizag¢do de energia do sistema usou o algoritmo steepest descent
(MORSE; FESHBACH, 1953; ARFKEN; WEBER, 1985), visando melhorar a geometria da
proteina e reduzir a energia potencial total da mesma, e seguiu-se com simulagdes curtas.

Na DM, os comprimentos de ligacao envolvendo os atomos de hidrogénio das proteinas
foram restringidos utilizando o algoritmo LINCS (HESS et al., 1997; HESS, 2008) ¢ as ligagdes
das moléculas de dgua, utilizando o algoritmo SHAKE (RYCKAERT ef al., 1977). O modelo
de 4dgua escolhido para todos os sistemas foi o de 4gua explicitas no modelo TIP3P
(JORGENSEN et al., 1983). As interagdes entre atomos ndo ligados, de van der Waals e
Coulomb, foram avaliadas com um raio de corte de 1.3 nm, sendo que as correcdes para
interagdes eletrostaticas foram calculadas utilizando o método Particle Mesh Ewald (PME)
(DARDEN et al., 1993).

Foram usadas para termalizagdo dos sistemas DMs curtas e sucessivas nos ensembles
NVT (BERENDSEN, H. J. C. et al, 1984; TAYLOR et al., 1984, HOOVER, 1985;
BERENDSEN et al., 1995) e NPT (PARRINELLO; RAHMAN, 1981; BERENDSEN, H. J. C.
et al., 1984; HUANG, 1987; BERENDSEN et al., 1995b; TAYLOR ef al., 2013) a 310 K. A
temperatura foi controlada pelo termostato V-rescale com a proteina, membrana, solvente e ions
acoplados separadamente (BUSSI et al., 2007), com uma constante de acoplamento de 1 ps. Da

mesma forma, a pressao do sistema foi controlada pelo barostato de Berendsen (BERENDSEN,
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H J C et al., 1984; BERENDSEN et al., 1995), nas etapas de termalizacdao, ou Parrinello-
Rahman (PARRINELLO; RAHMAN, 1980. 1981), nas etapas de producdo e aquisi¢do de
trajetorias, com uma constante de 5 ps a 1 bar. A concentragdo salina de cada sistema simulado
foi a fisiologica, de 0.150 M. A aquisi¢do das trajetdrias foi realizada em DM no ensemble NPT
e dt = 2 fs. As coordenadas da DM foram gravadas a cada 100 ps. Durante a etapa de
termalizacdo, as posicdes dos atomos dos componentes do CAR, do CD19 e da membrana
foram restringidas com posre, aplicando-se uma forga decrescente ao longo da termalizacao.
No sistema CAR-CD19, as posi¢des dos dtomos do CD19 e de residuos do scFv do CAR,
localizados na interface de interagdo com o CD19, foram mantidos restritos também na etapa
de producdo para observar a movimentagdo do hinge, dos dominios transmembrana e
intracelular.

A trajetéria foi analisada utilizando programas do pacote GROMACS 2018
(BERENDSEN et al., 1995; LINDAHL; HESS, 2001; SPOEL, VAN DER et al., 2005; HESS
et al.,2008; PRONK et al., 2013; ABRAHAM et al., 2015; PALL et al., 2015).

As variacdes na estrutura das biomoléculas em solugdo foram avaliadas pelo desvio
quadratico médio (RMSD — Root Mean Square Deviation) dos atomos, pelo programa gmx rms.
O RMSD em fung¢do do tempo foi obtido apos a sobreposi¢ao dos carbonos alfa (Ca), de cada
estrutura ao longo do tempo da DM (t2), em relacdo a estrutura no tempo inicial de simulagao
(referéncia) (t1). O calculo do RMSD provém da média do desvio das distancias entre as
posigdes dos d&tomos dos Ca das duas estruturas em tempos distintos. Cada uma das estruturas
configuracionais amostradas ao longo da DM sao comparadas com a de referéncia, resultando

em RMSDs ao longo do tempo, seguindo a Equagao 8:

[y

RMSD(t,,t,) = {ﬁzmi\\n (t,) - ri(tz)Hz}2 ®)

N
Sendo MZZ:mi , m; corresponde & massa do atomo 1, i (t) € a posi¢do do atomo i no
i=1

tempo ¢ de referéncia, #1. € nos tempos posteriores, 2. Os RMSDs médios e os desvios foram
calculados a partir do momento em que se considerou que a estrutura alcanga o equilibrio (7eq).

O Raio de giro ou Raio de giracao (Rg) foi calculado pelo programa gmx gyrate,
segundo a Equacdo 9, para medir possiveis alteracdes estruturais na estrutura do hinge nos

sistemas CAR e CAR-CD19. A curva de Rg em equilibrio revela o alto grau de compacidade
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proteica, reflexo do enovelamento estavel da proteina.

1
2 T2
Rg = 2l m

Sm, ©)

O programa gmx energy foi utilizado para obtencdo dos perfis de energia
configuracional, que incluem o potencial eletrostatico (Equagdo 4) e de Lennard-Jones
(Equagao 3) entre atomos do scFv e CD19, dentro de um raio de corte de 1.3 nm. O potencial
de interacao intermolecular (PII) médio por residuos entre os residuos do scFv e os do CD19
dentro de um raio de corte de 0.5 nm, foi obtido com os respectivos desvios, utilizando um
programa homemade que 1€ os dados de potencial gerados pelo pacote GROMACS.

A anélise de cluster (DAURA et al., 1999) que considera a representatividade das
estruturas durante a simulacao foi calculada pelo programa gmx cluster para as estruturas dos
componentes do CAR, com objetivo de determinar as estruturas utilizadas na montagem do
CAR e do complexo CAR-CD19. O programa gmx cluster pode agrupar estruturas com base
nas distancias entre essas estruturas, determinadas a partir da trajetoria de simulagdo. O RMSD
apos a sobreposicao das estruturas ou o RMSD das distancias entre pares de atomos podem ser
usados para definir a distancia entre as estruturas. Foram utilizados os algoritmos single linkage,
que adiciona uma estrutura a um cluster quando sua distancia a qualquer elemento do cluster
for menor que o raio de corte definido; e gromos, que contabiliza o nimero de vizinhos usando
o raio de corte. A estrutura com o maior nimero de vizinhos e seus vizinhos, presentes dentro
do raio de corte, sdo adicionados a um cluster.

O programa gmx distance foi utilizado para calcular: a) a distancia entre o centro de
massa do scFv e o Ca do residuo Trp da extremidade extracelular da a-hélice do dominio
transmembrana (Distancia A); b) a distdncia em z do centro de massa do scFv e do Ca do residuo
Trp da extremidade extracelular da a-hélice do dominio transmembrana (Distancia B); c) a
distancia em funcdo do tempo entre os Ca dos residuos Trp e Leu das extremidades extra e
intracelular da a-hélice do dominio transmembrana (Distancia C); d) a distancia em z dos Ca
dos mesmos residuos (Distancia D). O angulo formado entre dois vetores em fun¢do do tempo
de simulagao foi calculado utilizando o programa gmx gangle. O angulo 3 formado entre o vetor
sobre a posi¢ao do centro de massa do scFv e do Ca do residuo Trp da a-hélice do dominio

transmembrana (vetor O) e o vetor sobre o eixo z (vetor M). O angulo a formado entre o vetor
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definido pela posi¢ao dos Ca dos residuos Trp e Leu das extremidades extra e intracelular da
a-hélice do dominio transmembrana (Vetor N) e o outro vetor pelo eixo z (Vetor M),
possibilitando inferir a inclina¢ao da a-hélice em relagdo ao eixo z.

Os graficos apresentados foram gerados usando o programa OriginPro 8.0
(ORIGINLAB CORPORATION). As representagdes de estruturas dos sistemas analisados
foram geradas usando o programa Pymol 2.2.0 (DeLano Scientific) (DELANO, 2002).

3.3 Dindmica essencial de proteinas

A dinamica essencial (DE) ¢ uma técnica que utiliza a analise de componentes principais,
que identifica a natureza e a importancia relativa dos modos de deformagado essenciais de uma
macromolécula, a partir de amostras de trajetorias de DM (MEYER et al., 2006). A matriz de
covariancia cartesiana original, que contém as posi¢des dos atomos nos 3 eixos de coordenadas
sobre a estrutura média, ¢ diagonalizada para se obter um conjunto de autovetores e autovalores.
Os autovetores descrevem a natureza dos movimentos de deformacao no espago cartesiano,
enquanto os autovalores representam a quantidade de variancia explicada por cada movimento.
Os autovetores definem um conjunto de bases completas e ortogonal e, portanto, qualquer
instante na trajetoria pode ser reproduzido exatamente neste novo conjunto de bases 3N-6, em

que N ¢ o numero de atomos do sistema (Equagao 10).

{R}x, y,z {P}v (10)

Onde R representa as coordenadas cartesianas originais (X, y, z) € P representa as
projegdes nos autovetores 3N-6 (v), que sdo definidos para maximizar a quantidade de variancia
explicada em uma ordem decrescente.

Para proteinas e acidos nucleicos, o nimero de autovetores necessarios para explicar 95
a 99% da variancia total ¢ muito menor que o 3N-6. Assim, se apenas um conjunto de
autovetores, M, descrevem 95% da variincia total, as projecdes das coordenadas cartesianas
originais ao longo do conjunto de autovetores importantes contém quase todas as informagdes
originais ¢ de uma maneira muito mais comprimida (MEYER et al., 2006).

A Anélise de Componentes Principais (PCA) realiza uma transformagao linear de dados
e pode ser usada para reduzir dados multidimensionais a duas ou trés dimensdes, facilitando a

analise da trajetéria de simulagcdo. Muitos conjuntos de grande quantidade de dados contém
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correlacdes entre as dimensodes, assim uma parte dos dados ¢ redundante. Assim, o método de
PCA transforma os dados para que o méximo de variagdo possivel seja compactado em menos
dimensodes possiveis. Isso permite que os dados sejam comprimidos, ignorando informagdes
ndo relevantes (WALLISCH et al., 2014). Assim, o objetivo dessa técnica ¢ reduzir a
dimensionalidade do conjunto de dados, agrupando varidveis correlacionadas e substituindo-as
por novos descritores, chamados de componentes principais (PCs), nas quais os dados sdo
projetados. As PCs sdo variaveis completamente nao correlacionadas, obtidas por combinagao
linear simples dos dados originais. Além disso, as PCs contém a maior parte da variabilidade
dos dados originais em um espaco dimensional reduzido (FERREIRA et al., 1999).

Recentes avangos em algoritmos, campos de for¢a e poder computacional aumentaram
a utilizagcdo de simulagdes de Dindmica Molecular (DM) com objetivo de se ter uma melhor
compreensdo do comportamento estrutural e dindmico das biomoléculas. Embora a DM esteja
se tornando uma ferramenta padrao e as trajetérias estejam sendo coletadas para sistemas cada
vez maiores e para tempos de simulagdo mais longos, os arquivos de trajetoria gerados também
sdo cada vez maiores, podendo sobrecarregar os sistemas de armazenamento em disco. Assim,
técnicas de reducao de dimensionalidade, como PCA, estdo sendo cada vez mais aplicadas a
analise de dados de simulacdo molecular (AMADEI et al., 1993; WLODEK et al., 1997,
PAPALEO et al., 2009; NG et al., 2013), uma vez que permite observar a convergéncia do
comportamento dindmico de um sistema entre réplicas e a conservagdo ou perturbacdo desse
sistema pela interagdo com um ligante (ROY; LAUGHTON, 2010). A técnica de PCA permite
que os modos dominantes de flexibilidade molecular sejam identificados, de maneira rigorosa,
e apresentados na forma de variagdes nos valores de um pequeno numero de coordenadas
coletivas (PC1 e PC2), em vez das coordenadas cartesianas independentes (3N) de cada atomo,
facilitando a interpretagdo e a visualizacao dos resultados de DM.

A analise de PCA foi realizada utilizando o pacote de programa pyPcazip, formado por
um conjunto de ferramentas baseado na compactagio e analise de dados de simulagdo molecular,
sem perda significativa de informac¢ao (SHKURTTI et al., 2015). Os dados compactados podem
ser analisados por uma variedade de métodos que produzem métricas objetivas, quantitativas e
comparativas relacionadas a convergéncia e amostragem, bem como métricas sobre a
similaridade entre trajetorias de simulagao molecular.

A trajetoria da DM foi compactada, utilizando PCA, seguindo-se 0s seguintes passos:
a) calculo da estrutura média e sobreposicao de cada configuragdo obtida ao longo da trajetoria
a essa estrutura média; b) calculo da matriz de covariancia de coordenadas cartesianas dos dados

sobrepostos; c¢) diagonalizacdo dessa matriz de covariancia para obter um conjunto de N
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autovetores e autovalores; d) selecdo dos M autovetores principais que capturam uma
porcentagem escolhida da variancia total (por exemplo, 90%); e) calculo da projecdo
correspondente no subespaco M-dimensional e registro de autovetores, autovalores e das
projecdes selecionadas (PC1 e PC2) para cada configuracdo da trajetdria no arquivo de saida
(SHKURTT et al., 2015).

As entradas do programa sdo compativeis com os formatos de arquivo de trajetoria
gerados pela maioria dos pacotes de simulacdo de DM atuais, como AMBER, CHARMM,
GROMACS e NAMD, e ¢ paralelizado para permitir o processamento eficiente de grande
quantidade de dados.

4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.1 Modelagem dos componentes do CAR
4.1.1 Modelagem do scFv anti-CD19

A estrutura do scFv ¢ constituida pelos dominios varidveis das cadeias leve e pesada
(VL e VH, respectivamente) do anticorpo conectadas por uma cadeia polipeptidica (linker). As
sequéncias de VL e VH (Tabela 1) foram obtidas a partir do Fab do anticorpo B43, depositado
com o codigo 6ALS no Protein Data Bank (Figura 10A). A estrutura do linker, denominado de
Whitlow linker, constituido de 18 aminoacidos (Tabela 1), foi modelada no servidor I-TASSER
(YANG et al., 2015), onde foi também conectada aos dominios variaveis. O /inker iniciou no
C-terminal do dominio VL e finalizou no N-terminal do VH. Foram gerados 5 modelos de scFv

a partir de 10 moldes.

Tabela 1 - Sequéncias de aminoacidos dos dominios variaveis do anticorpo B43 e do linker que
compdem o scFv com a respectiva numeragdo dos residuos e dos atomos de acordo com o
arquivo do sistema em formato PDB submetido a simulagao de DM.

Residuos Atomos Sequéncia

DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCKASQSVDYSG
DSYLNWYQQKPGKAPKLLIYDASNLVSGVPSR

Dominio VL* 1-111 1-1663 FSGSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSTENP
WTFGGGTKLEIK
linker 112-129 1664-1868 GSTSGSGKPGSGEGSTKG

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYAFSSY
WMNWVRQAPGQGLEWMGQIWPGDSDTNYA
QKFQGRVTITADESTSTAYMELSSLRSEDTAVY
YCARRETTTVGRYYYAMDYWGQGTTVTVSS

Dominio VH*  130-252 1869-3737

*Sequéncias obtidas do Protein Data Bank (PDB).
Fonte: elaborada pelo autor.
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4.1.2 Modelagem do hinge de CD8a

A sequéncia do hinge de CD8a esta apresentada na Tabela 2. Como nao ha estrutura para
o hinge de CD8a depositada no banco de dados do PDB, seu modelo foi obtido por modelagem
comparativa multi-molde pelo programa Modeller 9.18 (WEBB; SALI, 2016). Foram
selecionados 5 moldes, 3DMM, 3VU2, 3AML, 1QB4 e 2R49, que apresentaram identidade
acima de 30 %, 80; 72; 64.2; 53 e 48.3%, respectivamente, a partir da busca realizada no

programa blastp, utilizando o banco de dados PDB. Foram gerados 200 modelos.

4.1.3 Modelagem do dominio transmembrana de CD8a

Também ndo ha estrutura depositada no banco de dados do PDB para o dominio
transmembrana de CD8a utilizado para o CAR em estudo, assim foi realizada uma busca no
blastp, usando o banco de dados PDB, para encontrar moldes com identidade suficiente para a
realizagdo da modelagem comparativa. Desse modo, o dominio transmembrana de CD8a
(Tabela 2) foi modelado por homologia pelo programa Modeller 9.18 (WEBB; SALI, 2016),
usando a abordagem de multi-templates. Foram utilizados 5 moldes, 1BD9, 3V2W, 6IWD,
6BWI e 5U1D, que apresentaram identidade acima de 30 %, 85.7; 81.8; 64.3; 50 e 47.6%,
respectivamente. Foram gerados 200 modelos.

Apds escolha e validacdo do melhor modelo, ele foi submetido no programa
CHARMM-GUI para ser inserido em modelo de membrana com composicao de lipideos
semelhante & membrana de linfocitos T humanos, utilizando-se os parametros do proprio
programa. A composi¢do da membrana de linfécitos T humanos foi utilizada como referéncia
para construir o modelo de membrana, determinando-se as porcentagens de cada tipo de acido
graxo que compde os fosfolipideos de membrana. Sendo a composi¢do dos acidos graxos da
membrana de 43 % de fosfatidilcolina (PC); 28 % de fosfatidiletanolamina (PE), 9 % de
fosfatidilserina (PS) e 8 % de fosfatidilinositol (PI) (BOUGNOUX et al., 1985). Foi
determinada também a relagdo entre acidos graxos insaturados e saturados; sendo 0.64 para PC
e 1.72 para PE. As contribui¢des de PS e PI foram ignoradas, pois além de pequenas comparadas
a PC e PE, possuem carga negativa, o que pode gerar artefatos na simulacdo e maior custo
computacional.

O sistema contendo o dominio transmembrana em membrana e agua foi submetido a

minimizagdo e termalizagdo para se obter a estrutura proteica de menor energia em interface
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membrana/dgua através de DM.

4.1.4 Modelagem do dominio intracelular formado por 4-1BB e CD3-{

O dominio intracelular do CAR, formado pelo dominio coestimulador 4-1BB e o
dominio de sinalizagdo CD3-{, também nao possui estruturas depositadas no PDB. Entdo foi
feita a busca no blastp por templates que pudessem ser utilizados na modelagem comparativa,
mas ndo foram encontrados moldes com identidade acima de 30 %. Assim, foi utilizado o
programa [-TASSER (YANG et al., 2015) que realiza modelagem por montagem (threading-
multiplo) para modelar esse dominio a partir de partes de estruturas ja depositadas em banco de
dados proprio. Foram gerados 5 modelos com base em 10 moldes. A sequéncia dos dominios

4-1BB e CD3-{ submetida no programa esta presente na Tabela 2.

Tabela 2 — Sequéncia de residuos dos componentes do CAR comercial Kymriah® usados na
modelagem dos dominios espagador (hinge), transmembrana e intracelular do CAR anti-CD19
em estudo.

Dominio Sequéncia

Hinge (CD8a) TTTPAPRPPTPAPTIASQPLSLRPEACRPAAGGAVHTRGLDFACD
Transmembrana (CD8a) IYIWAPLAGTCGVLLLSLVITLYC
KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL

RVKFSRSADAPAY QQGQNQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRD
(4-1BB e CD3-¢) PEMGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAY SEIGMKGERRRGK
GHDGLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

Intracelular

Fonte: elaborada pelo autor.

4.1.5 Validacdo de cada modelo obtido

Cada modelo obtido foi validado nos programas MolProbity (Duke Biochemistry) e
PROCHECK. No MolProbity, foram observados parametros como os valores de clash score
em percentil, de MolProbity score de rotameros ruins e de ligacdes e angulos em conformacgdes
nao desejadas e o nimero de residuos fora de regides permitidas (outliers) no grafico de
Ramachandran. Ja no programa PROCHECK, foi determinado se os residuos de cada modelo
avaliado se encontram em regides favordveis ou permitidas. No grafico, estas areas sdo

representadas pelas cores mais escuras.
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4.2 Simulac¢ao de DinAmica Molecular e analises

4.2.1 Dindmica Molecular do scFv

O sistema foi formado pelo scFv, 25205 moléculas de agua, 74 ions Na* e 73 ions CI,
em uma caixa cubica de 9.4 nm de aresta. O seguinte protocolo foi utilizado para termalizag¢ao
do sistema e preparagdo para a fase de simulagdo de DM: 10000 passos de minimizacdo de
energia para otimizacdo da geometria da proteina e redu¢cdo de maus contatos. Em seguida, foi
realizada a termalizacdo para relaxar a estrutura do scFv e termalizar as moléculas de agua
adicionadas ao sistema, consistindo em 12.5 ps, com o scFv restrito ¢ a dgua livre em ensemble
NVT; 5 ps, com o scFv livre, também em NVT; e 80 ps em ensemble NPT. A etapa de aquisi¢ao
da trajetoria seguiu por 300 ns em ensemble NPT.

O linker foi desconsiderado para os calculos de RMSD, pois flutuacdes consideraveis
ja sao esperadas devido a sua caracteristica flexivel. A influéncia da oscilagdo na estrutura de
cada dominio (VL e VH) foi avaliada por calculos de RMSD ap6s a sobreposi¢ao individual
desses dominios.

A anélise de cluster foi realizada no programa gmx cluster. Para a estrutura do scFv, foi
utilizado um raio de corte de 0.18 nm, em que foram consideradas estruturas que possuem uma

distancia de até 0.18 nm em um unico cluster.

4.2.2 Dindmica Molecular do scFv-CD19

A partir das estruturas do scFv e do CD19 equilibradas em 4gua, avaliou-se a interagao
entre elas, com base nas coordenadas cristalograficas depositadas no PDB, codigo 6ALS. A
estrutura final do scFv foi sobreposta a estrutura cristalografica dos dominios VL e VH para o
melhor posicionamento com o CD19, respeitando a conformacdo do sitio de interacdo e as
regides de CDR descritas na Figura 13.

A caixa de simulacdo, com dimensdes de 12.8, 11.8 e 13.8 nm (x y z), abrigou o sistema
composto pelo scFv, o CD19, 68449 moléculas de agua explicitas, 198 ions Na* e 197 ions CI,
adicionados para manter a neutralidade de cargas.

O seguinte protocolo foi utilizado para termalizar e preparar o sistema para a fase de
produgdo das simulagdes de DM: 5000 passos de minimizagdo de energia para otimizagdo da
geometria do complexo scFv-CD19 e redugdo dos maus contatos, utilizando steep; seguindo-
se de 7.5 ps NVT, mantendo scFv e CD19 fixos; 5 ps NVT com as cadeias principais do scFv

e CD19 fixas; e finalmente 15 ps NPT com o sistema livre de restri¢des de posi¢ao. A simulagao
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de DM foi executada em NPT durante 600 ns.

4.2.3 Dindamica Molecular do hinge

Ap6s a modelagem do hinge de CD8a, o modelo escolhido e validado foi inserido em
uma caixa cubica de 7.64 nm de aresta que foi preenchida com 13848 moléculas de 4dgua, 40
ions NA" e 41 fons CI'. O sistema foi minimizado por 10000 passos. Em seguida, foram
realizadas simulagdes curtas de DM para termalizar a estrutura do hinge modelado em agua.
Inicialmente, o sistema foi simulado em NVT por 12.5 ps com as coordenadas da proteina
congeladas. Em seguida, em NPT por 15 ps com a proteina livre. Apds a termalizacdo, o sistema

foi submetido a etapa de producao por DM durante 400 ns.

4.2.4 Dinamica Molecular do dominio transmembrana

Foram construidas trés modelos de membranas, de tamanhos diferentes, seguindo-se a
mesma composicao de fosfolipidios. Cada um deles recebe um conjunto de elementos do CAR
para serem simulados, com a regido transmembrana inserida nesses modelos de membrana. O
modelo transmembrana9-9 abriga o dominio transmembrana € o hinge em um sistema, € o
dominio transmembrana e o intracelular em outro, € possui dimensao de 9 x 9 nm. O modelo
transmembranal2-12 possui dimensao de 12 x 12 nm e a regido transmembrana inserida ancora
as porcdes extracelulares scFv-hinge (scFv-hinge-transmembrana) e o CAR (scFv-hinge-
transmembrana-intracelular). No caso do CAR em interagdo com o CD19, foi usado o modelo
de membrana de dimensdo 14 x 14 nm, denominado de transmembranal4-14.

O modelo do dominio transmembrana selecionado e validado foi inserido em cada uma
das membranas montadas no proprio programa CHARMM-GUI (JO et al., 2009; WU et al.,
2014; LEE, J. et al., 2016) para, em seguida, minimizar e termalizar a estrutura em membrana
e agua. A faixa de agua que preenche o sistema ¢ determinada também no proprio programa,
tendo sido escolhido 1.5 nm para cima e 1.5 nm para baixo de cada membrana construida. Apds
a montagem do sistema transmembrana-membrana-agua, foram realizadas duas etapas de
minimizagdo utilizando o algoritmo steepest descent e conjugate gradient por 20000 passos
cada etapa, mantendo-se a posi¢ao da proteina e da membrana restritas. Em seguida, foram
realizadas simulagdes curtas em NVT durante 50 ps, ainda com a proteina e a membrana
restritas, depois 225 ps em NPT, reduzindo a forca de restri¢do na proteina e membrana, e, por

fim, 200 ps em NPT com a proteina e membrana livres. Ap0s as etapas de simulagdes curtas,
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cada membrana foi simulada durante 200 ns para equilibrar em agua.
Ap0s a equilibracdo das membranas e dos dominios transmembrana, as estruturas finais

da simulacao foram utilizadas para a montagem dos sistemas e para as simulagdes seguintes.

4.25 Modelagem e Dindmica Molecular do hinge-transmembrana

Apbs a equilibragdo do hinge em agua e do transmembrana em membrana e agua as
duas estruturas foram conectadas através da ligacdo entre o residuo acido aspartico no C-
terminal do hinge e o residuo isoleucina no N-terminal do transmembrana no programa Pymol
2.2.0 (DeLano Scientific), cuja distancia de ligagdo e angulos foram estabelecidos usando a
etapa de minimizacao de energia com algoritmo steepest descent. A caixa com dimensoes 9 x 9
x 12 nm contendo os dominios singe-transmembrana em membrana foi preenchido com 17019
moléculas de dgua, 77 ions Na” e 78 ions CI'. Inicialmente, foi minimizado por 20000 passos
com as posi¢des da membrana restritas. Em seguida, foi termalizado por 7.5 ps em NVT e por
106 ps em NPT com a membrana ainda restrita. Apds a termalizagdo, o sistema foi simulado

por DM durante 200 ns.

4.2.6 Modelagem e Dindmica Molecular do scFv-hinge-transmembrana

Ap0s simular o scFv em 4gua e os dominios Ainge-transmembrana em membrana e agua,
0 C-terminal do scFv foi aproximado ao N-terminal do Ainge no programa Pymol 2.2.0 e, em
seguida, conectados na minimizagao de energia, finalizando o dominio extracelular do CAR. O
scFv foi selecionado com base na analise de cluster, em que a estrutura final presente no cluster
mais representativo durante a simulacdo do scFv em agua foi escolhida. A configuragdo hinge-
transmembrana foi determinada com base na posi¢cdo do hinge, sendo escolhida a que o hinge
estava em uma posicao mais esticada para facilitar a conexdo com o scFv, como ja falado
anteriormente. O sistema com dimensdes de 12 x 12 x 15 nm contendo scFv-hinge-
transmembrana e membrana foi preenchido com 56686 moléculas de 4gua, 153 ions Na' e 153
ions CI. Inicialmente, foi minimizado por 10000 passos com as posi¢des da proteina e
membrana restritas. Em seguida, foi termalizado por 50 ps em NVT com proteina ¢ membrana
ainda restritas. Finalizando a termalizacdo com 225 ps em NPT reduzindo-se a forga de restrigao
na proteina e na membrana e 100 ps também em NPT com a proteina e membrana livres. Apos

a termalizagdo, o sistema foi simulado por DM durante 500 ns.
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4.2.7 Dinamica Molecular transmembrana-intracelular

O modelo do dominio intracelular obtido do programa I-TASSER foi unido no pymol
ao dominio transmembrana ja inserido em membrana e simulado por 200 ns. O sistema com
dimensdes 9 x 9 x 15 nm foi preenchido com 24976 moléculas de 4gua, 110 fons Na* e 115 fons
CI'. Inicialmente, foi minimizado por 20000 passos com as posi¢des da proteina e membrana
restritas. Em seguida, foi termalizado por 7.5 ps em NVT com proteina ¢ membrana ainda
restritas. Finalizando a termalizacdo com 46 ps em NPT com restrigdo na proteina e na
membrana e 40 ps também em NPT com a proteina e membrana livres. Apos a termalizagdo, o

sistema foi simulado por DM durante 500 ns.

4.2.8 Modelagem e Dindmica Molecular do CAR

Para a montagem do CAR, foi escolhida a configuracdo apds 200 ns do sistema scFv-
hinge-transmembrana em membrana e agua, uma vez que era a configuracdo que o hinge se
encontrava mais linear. A configuragdo do dominio intracelular escolhida foi a do final da
simulacgao do sistema transmembrana-intracelular. A membrana utilizada foiade 12 x 12 nm ja
com o dominio transmembrana inserido. O dominio transmembrana do scFv-hinge-
transmembrana foi sobreposto ao dominio transmembrana que ja estava inserido na membrana
para orientar a posi¢do do CAR. Foi feita a mesma sobreposi¢ao para o transmembrana-
intracelular, orientando o dominio intracelular do CAR. A caixa com dimensdes 12 x 12 x 21
nm contendo o CAR (scFv-hinge-transmembrana-intracelular) e a membrana foi preenchida
com 67763 moléculas de agua, 186 ions Na" e 191 ions CI. Inicialmente, o sistema foi
minimizado por 20000 passos com as posi¢des da membrana restritas e a proteina livre. Em
seguida, foi termalizado por 2.5 ps em NVT com membrana ainda restrita. Finalizando a
termalizacdo com 131 ps em NPT com a membrana ainda restrita. Ap6s a termalizagdo, o

sistema foi simulado por DM durante 1.2 ps.

4.2.9 Dinamica Molecular do CAR-CD19

Apos a simulacdo do CAR em agua e do estudo da interagdo apenas do scFv com o
CD19 (sistema scFv-CD19), foi montado o sistema CAR-CD19 em interface membrana-agua.
A membrana utilizada foi a de 14 x 14 nm ja equilibrada por 200 ns. A estrutura inicial do CAR

foi aquela proveniente do final da equilibrag@o do sistema CAR. A estrutura do CD19 escolhida
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para a montagem do complexo foi a do final da simulagdo scFv-CD19, mantendo-se a interface
de interagao.

O dominio transmembrana do CAR foi sobreposto ao dominio transmembrana ja
inserido na membranal4-14, usando o programa Pymol 2.2.0. para manter a posi¢ao inserida
em membrana. A estrutura do scFv do final da simulagdo do complexo scFv-CD19 foi
sobreposta ao scFv do CAR para se manter a interface de interagdo scFv-CD19 com base na
estrutura cristalografica (PDB 6ALS). Depois de montar o CAR-CD19, foram adicionadas
122.612 moléculas de agua TIP3P e ions 425 Na* e 429 CI" para neutralizar o sistema a 0.150
M. As dimensdes da caixa de simulagdo foram de 14 x 14 x 23 nm, suficiente para conter o
complexo CAR-CD19 e a membrana.

Inicialmente, o sistema foi minimizado por 5000 passos com as posi¢des da membrana
e do CD19 restritas ¢ do CAR livre. Em seguida, foi termalizado por 50 ps em NVT com
membrana ¢ CD19 ainda restritos. Finalizando a termalizacdo com 225 ps em NPT com a
membrana e o CD19 ainda restritos e com 100 ps também em NPT com a membrana livre e
apenas o CD19 restrito. Ap6s a termalizacdo, o sistema foi simulado por DM durante 1 ps.

O CDI19 e alguns residuos do scFv proximos a interface de interagdo foram mantidos
restritos durante toda a simulagdo para se avaliar a movimentacdo do hinge e dos dominios

transmembrana e intracelular, possibilitando inferir a transducdo de sinal na célula T.

4.2.10 Definigdo dos sistemas simulados

Para facilitar o entendimento dos procedimentos experimentais ja descritos e dos
resultados que serdo descritos a seguir, foi construido o fluxograma esquematico apresentado
na Figura 12, contendo a definicao dos sistemas simulados nesse trabalho. Abaixo do esquema
de cada sistema estd a nomenclatura usada e a sessdo onde se encontra nos procedimentos
experimentais. As setas pretas indicam que a respectiva membrana e dominio transmembrana
foram utilizados para a montagem dos sistemas apresentados logo abaixo. As setas azuis
indicam que as estruturas do scFv e do hinge-transmembrana ja equilibradas foram utilizadas
para a montagem do sistema scFv-hinge-transmembrana, e o0 CD19 do sistema scFv-CD19 foi
utilizado para a montagem do sistema CAR-CD19, mantendo-se a interface de interacdo do

final da DM.
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Figura 12 — Fluxograma esquematico de defini¢do dos sistemas simulados. Abaixo de cada
esquema esta sua identificagdo e a sessao onde esta descrito nos procedimentos experimentais.
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Fonte: elaborada pelo autor.

4.3 Analise de Componentes Principais (PCA)

A Analise de Componentes Principais (PCA) foi realizada para os sistemas CAR ¢ CAR-
CD19 no programa pyPcazip. Os resultados de PCA foram obtidos individualmente para cada
componente do CAR nos dois sistemas. As analises de PCA em fun¢ao do tempo, do CAR e
dos componentes nos sistemas CAR e CAR-CD19, possibilitam inferir o papel das mudangas
estruturais no CAR quanto em interagdo, ou ndo, com o CD19.

A trajetoria de DM para os componentes do CAR: scFv, hinge, dominio transmembrana
e intracelular, e para o0 CD19 foram comprimidas e processadas utilizando as ferramentas do

programa pyPcazip. A analise foi feita com base na cadeia principal de cada uma das estruturas,
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atomos N, Ca, C, O. Foram utilizados autovetores suficientes para capturar 95% da variancia
dos dados.

Para visualizar os principais processos de movimentacdo das estruturas dos
componentes do CAR, as trajetorias foram examinadas quando projetadas no subespago
bidimensional, definido pelos dois principais componentes principais (PC1 e PC2). PC1 e PC2
representam cerca de metade dos movimentos gerais. Portanto, eles sdo considerados uma

representacdo adequada da dindmica geral do sistema.

5 RESULTADOS
5.1 Modelagem dos componentes do CAR

5.1.1 Modelagem do scFv

A Figura 13 representa o modelo de scFv do anticorpo B43 obtido a partir da jung@o dos
dominios VH e VL, provenientes do fragmento do tipo Fab do anticorpo B43 (PDB 6AL5), ao
linker modelado no I-TASSER. O linker e as regides determinantes de complementariedade
(CDRs), que serdo foco das andlises energéticas e estruturais posteriores na interagdo com o
CD19, estao destacados na figura. A sequéncia dos residuos das regides CDRs (CHOTHIA;

LESK, 1987), estd presente na Tabela 3 com as cores relacionadas a Figura 13.

Figura 13 — Representagao estrutural do scfv do anticorpo B43. Representacdo
em cartoon da estrutura do scFv, destacando as regidoes CDRs. L1: rosa; L2:
laranja; L3: vermelho; linker: azul claro; H1: verde; H2: roxo e H3: azul.

Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 3- Numeragdo dos residuos e sequéncia de aminoacidos das CDRs do anticorpo
B43 de acordo com o arquivo PDB 6ALS5 submetido a simulagdo de DM.

CDRs B43 Sequéncia Residuos
L1 KASQSVDYSGDSYLN 24-38
L2 DASNLVS 54-60
L3 QQSTENPWT 92-101
H1 GYAFSSYWMN 154-164
H2 QIWPGDSDTNYAQKFQG 178-194
H3 RETTTVGRYYYAMDY 227-241

Fonte: elaborada pelo autor.

5.1.2 Modelagem do hinge, do dominio transmembrana e intracelular

Os melhores modelos selecionados do Ainge e do dominio transmembrana de CD8a e
do dominio intracelular estdo representados na Figura 14. Esses modelos foram, em seguida,

validados, minimizados para s depois seguirem para a montagem do CAR.

Figura 14 — Representacdo estrutural dos modelos obtidos utilizando os programas Modeller e
I-TASSER. A) Modelo de hinge ¢ B) do dominio transmembrana de CD8a obtidos por
Modelagem Comparativa utilizando o programa Modeller. C) Modelo do dominio intracelular,
formado por 4-1BB (laranja) e CD3( (verde), obtido da modelagem por threading no programa
I-TASSER.

Hinge

Dominio transmembrana

Dominio intracelular

Fonte: elaborada pelo autor.
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5.1.3 Validagdo dos modelos dos componentes do CAR obtidos

Na Tabela 4, estdo representados os resultados de validacdo obtidos no programa
MolProbity para cada modelo, como os valores de clash score em percentil, de MolProbity
score, de rotameros ruins, de ligacdes e angulos em conformacdes nao desejadas (Anexo 1) e o
nimero de residuos fora de regides permitidas (outliers) no grafico de Ramachandran (Anexo

2).

Tabela 4 — Resultados obtidos no programa MolProbity para cada modelo obtido de scFv, Ainge,
transmembrana e intracelular.

Modelos Clash score MolProbity Rotimeros Angulos Ligacdes Outliers
(percentil) score ruins ruins ruins residuos
scFv 100° 1.41 9 19 0 4
Hinge 100° 0.82 0 6 0 1
Transmembrana 100° 0.50 0 2 0 0
Intracelular 100° 1.57 4 76 23 7

Fonte: elaborada pelo autor.

Os dados de validagdo de cada modelo no programa PROCHECK estio representados
no Anexo 3. O niimero de residuos presentes em regides mais favoraveis, em regides permitidas
e em regides nao permitidas para cada modelo estd apresentado na Tabela 5. Assim, cada
modelo dos componentes do CAR mostra-se de boa qualidade por ter acima de 90 % dos

aminoacidos em regides mais favoraveis ou permitidas.

Tabela 5 — Resultado de validacdo obtido no programa PROCHECK para cada modelo
obtido de scFv, hinge, transmembrana e intracelular, indicando o nimero de residuos em
regides mais favordveis, em regides permitidas e em regides ndo permitidas.

Modelos Regioes mais  Regides Regides nao Residuos em
favoraveis  permitidas  permitidas regides nao
(%) (%) (%) permitidas
scFv 87,7 11.8 0.5 Ala5s5
Hinge 90.3 9,7 0 -
Transmembrana 947 53 0 -
Intracelular 81.1 18,1 0.8 GIn20

Fonte: elaborada pelo autor.

5.2 Simulacdo de Dindamica Molecular (DM) e andlises
5.2.1 Dindmica Molecular do scFv

O equilibrio estrutural dos dominios variaveis do scFv foi determinado pela analise de



68

RMSD. Os perfis de RMSD para os dominios VL-VH, VL e VH s3o semelhantes, como
mostrado na Figura 15, com RMSDs médios de 0.10 = 0.01; 0.09 = 0.01 e 0.09 £ 0.01 nm
(Tabela 6), respectivamente. Com base nos perfis de RMSD, pode-se inferir que a estrutura dos

dominios VL e VH alcancam equilibrio (feq) apds 25 ns de simulagdo ¢ se mantém até o final.

Figura 15 — Perfil de RMSD para os dominios varidveis do scFv. Curva de RMSD entre
as configuracdes estruturais do VL-VH (sobreposic¢do e calculo de RMSD de VL-VH),
VL (sobreposicao e calculo de RMSD de VL) e VH (sobreposicao e calculo de RMSD
de VH), ao longo do tempo de simulagdo, comparadas com a estrutura de referéncia
inicial.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 6 — Médias e desvios de RMSD calculados para VL-VH,
VL e VH a partir de feq = 25 ns.

Estrutura RMSD (nm)
VL-VH 0.10+0.01
VL 0.09 +£0.01
VH 0.09 +0.01

Fonte: elaborada pelo autor.
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A analise de cluster para o VL-VH mostra que o cluster 1 é o mais representativo desde
o inicio da simulacdo (Figura 16), reforcando que a estrutura do scFv ndo varia muito em agua.
O que pode ser observado também na Figura 17, em que ao longo da simulagao os dominios
VL e VH se mantém, variando apenas a estrutura do /inker. Essa analise foi feita com base na

estrutura do scFv, utilizando um raio de corte de 0.18 nm.

Figura 16 — Resultado da andlise de cluster para o scFv. Clusters de
configuragdes de scFv ao longo da simula¢ao, utilizando um raio de corte

de 0.18 nm.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Com base na analise de cluster, a estrutura do scFv escolhida para a montagem do CAR
foi a configuracdo do final da simula¢do, uma vez que nao houve mudanga conformacional
significativa para o scFv que agrupasse as estruturas obtidas durante a simula¢do em diferentes
clusters representativos. O RMSD apds a sobreposi¢do dos dominios VL das estruturas de 100
e 200 ns apresentaram RMSD de 0.07 nm e entre as estruturas de 300 e 100 ns, o RMSD foi de

0.08 nm, ambos dentro do raio de corte para a analise de cluster.
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Figura 17 — Representagao estrutural do scFv apos a sobreposi¢ao do dominio
VL. A) apds 100 ns (laranja); B) 200 ns (rosa) e C) 300 ns (azul claro) de
simulagao. O linker esta destacado em cinza.

Fonte: elaborada pelo autor.

5.2.2 Dindmica Molecular do scFv-CD19

O RMSD foi calculado para os dominios variaveis do scFv e para o CD19 no sistema
scFv-CD19 com objetivo de observar o equilibrio dessas estruturas em solugdo. O perfil de
RMSD para a estrutura dos dominios varidveis VL-VH (Figura 18), sem levar em conta o linker,
apresenta menor RMSD médio de 0.15 £ 0.01 nm (Tabela 7) a partir de 200 ns de simulagao.
Ja os dominios VL e VH separados possuem RMSDs médios ainda menores, de 0.09 = 0.01 e
0.13 £ 0.01 nm (Tabela 7), respectivamente. O RMSD médio para o scFv, calculado a partir de
teq =300 ns, foi de 0.26 £ 0.01 nm (Tabela 7). O que indica que as estruturas dos dominios

variaveis do scFv e 0 CD19 estdo em equilibrio em solugao.
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Figura 18 — Perfis de RMSD para o CD19 e os dominios variaveis do scFv. Curva
de RMSD entre as configuragdes estruturais dos componentes do scFv
(sobreposi¢do e calculo de RMSD do VL-VH; do VL e do VH) e do CDI19
(sobreposicao e calculo de RMSD do CD19), ao longo do tempo de simulagao,
comparadas com a estrutura inicial como referéncia.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 7 - Médias e desvios de RMSD calculados para os dominios VL-
VH, VL e VH e também para o CD19 em solucao a partir do teq.

Estrutura RMSD (nm) teq (ns)
VL-VH 0.15+0.01 200
VL 0.09 +0.01 200
VH 0.13+0.01 200
CD19 0.26 +£0.01 300

Fonte: elaborada pelo autor.

A Figura 19 mostra o perfil de RMSD para o complexo VLVH-CD19, desconsiderando

a influéncia do /inker na estrutura do scFv. A reducdo no perfil de RMSD, em 250 ns, indica

uma mudanca na interface scFv-CD19, seguida da estabilizag¢ao da interface a partir de 300 ns

até o final da simulacao com RMSD médio de 0.40 + 0.03 nm.
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Figura 19 — Perfil de RMSD do complexo VLVH-CD19. Curva de RMSD das
configuragdes estruturais do VLVH-CDI19 ao longo do tempo de simulagdo
(sobreposicao e calculo de RMSD do VLVH-CD19), comparadas com a estrutura
inicial como referéncia.
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Fonte: elaborada pelo autor.

O Potencial de Interacdo Intermolecular (PII) entre o scFv e o CD19 foi calculado para
se inferir a natureza da interagdao scFv-CD19, se ¢ atrativa ou repulsiva. A Figura 20 mostra o
perfil de PII scFv-CD19. H4 uma redugdo do PII em 250 ns, o que realca a interagdo atrativa
entre o scFv e o CD19, no mesmo instante em que houve mudanca no perfil de RMSD VLVH-
CD19 (Figura 19). O PII médio para essa interagio foi de -297,0 = 24,7 kcal.mol™! calculado a
partir de 300 ns de simulagao (Figura 20), o que indica interagdo atrativa entre o scFve o CD19,

realgada apds mudancga na interface de interagcdo scFv-CD19 (Figura 19).
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Figura 20 — Potencial de interagdo intermolecular (PII) scFv-CD19. PII entre o
scFv e 0 CD19 calculado durante 600 ns, utilizando um raio de corte de 1.3 nm.

scFv-CD19

-100
-150
-200

-250

PII (kcal.mol™ 1)

-300

-350

-400

T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
Tempo (ns)

Fonte: elaborada pelo autor.

Na Figura 21 estd representada a interface de interagdo entre as regides CDR do
anticorpo B43, de acordo com as cores j& definidas na Figura 13, e os loops do epitopo do CD19.
Sendo as CDRs da cadeia pesada, as que mais contribuem para a interagdo com o CD19, como
ja descrito por Teplyakov e colaboradores (TEPLYAKOV et al., 2018). As cores dos loops do

epitopo destacadas nessa figura se relacionam com as cores dos graficos da Figura 22.
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Figura 21 — Representacdo da interface de interagdo scFv-CD19. Interface scFv-CDI19,

Fonte: elaborada pelo autor.

Para determinar a contribuicao de cada residuo do scFv e dos /oops do epitopo do
CD19 na interagao scFv-CD19 foi realizada a analise de PII por residuo entre os residuos do
scFv e 0 CD19. Os resultados dessa analise estdo apresentados na Figura 22, em que se pode
observar que residuos Asp da CDR H2 contribuem para uma interag¢do atrativa com o CD19,
uma vez que possuem PII negativos (Figura 22D). O que corrobora o trabalho de Teplyakov e
colaboradores (TEPLYAKOV et al., 2018), em que foi destacado que as CDRs da cadeia pesada
interagem com o CD19 na estrutura cristalografica (PDB 6ALS). J4 na andlise inversa em que
foi calculado o PII entre os residuos dos loops do epitopo do CD19 e o scFv, pode-se observar
que os residuos carregados positivamente como lisina (Lys) e arginina (Arg) (Figura 22A, B e
C) contribuem para a interagdao atrativa com o scFv, ja que apresentam PII negativos. Os

residuos de lisina dos loops 2 e 3 sdo os que contribuem mais atrativamente.
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Figura 22 — Potencial de interagdo intermolecular (PII) por residuo. PII por residuo calculado
por programa homemade entre os residuos dos /oops do epitopo e o scFv (A, B e C) e entre os
residuos do scFv e o CD19 (D).
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Fonte: elaborada pelo autor.

5.2.3 Dinamica Molecular do hinge de CD8a

O O perfil de RMSD e o Raio de giro (Rg) para a estrutura do hinge indica oscilagdes

na estrutura, acompanhadas por oscilagdes bruscas (Figura 23). Na figura 24, estdo

representadas quatro configuragdes da estrutura do Ainge, indicadas na Figura 23 por setas com

as respectivas cores relacionadas a Figura 24, ilustrando mudanga estrutural em relagdo ao

modelo do hinge do inicio da DM. Em 100 ns, o Ahinge apresenta-se como uma estrutura mais

compacta com Rg pequeno (Figura 23B) e, em 200 ns, em forma mais linear, com reducao no

RMSD (Figura 23A) e aumento do Rg, indicando descompactagao. Em 300 ns, a estrutura do

hinge ja se apresenta mais compacta novamente, o que confere oscilagdes na estrutura do hinge.
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Figura 23 — Perfil de RMSD e Raio de giro (Rg) para o hinge. A) Curva
de RMSD entre as configuragdes estruturais do hinge, em fungdo do
tempo de simulagdo, comparadas com a estrutura de referéncia inicial.
B) Rg calculado para a estrutura do hinge. Cada seta indica uma
configurag¢ao durante a simulagdo. Amarelo: modelo; verde: em 100 ns;
azul claro: em 200 ns e roxo: em 300 ns.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A estrutura do hinge escolhida para a montagem do CAR foi a estrutura em 200 ns
(Figura 24), em que ele se encontra mais linear com a extremidade N-terminal mais distendida,
para se conectar mais facilmente ao C-terminal do scFv, e a extremidade C-terminal para baixo

para se conectar ao N-terminal do dominio transmembrana do CAR.
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Figura 24 — Representagdo estrutural do hinge. Estruturas do hinge
apods sobreposicdo de cada estrutura ao modelo. Amarelo:
configuragdo do modelo; verde: em 100 ns; azul claro: em 200 ns e
roxo: em 300 ns de simulacgao.

Fonte: elaborada pelo autor.

5.2.4 Dindmica Molecular do dominio transmembrana

Os perfis de RMSD do dominio transmembrana, nos trés sistemas, transmembrana9-9,
transmembranal2-12 e transmembranal4-14 estdo apresentados na Figura 25. O perfil de
RMSD do dominio na regido transmembrana9-9 mostra que apos teqg = 50 ns a estrutura
apresenta RMSD médio de 0.25 + 0.02 nm (Tabela 8). J4 nos sistemas transmembranal2-12 e
transmembranal4-14, teq = 10 ns ¢ RMSD médio de 0.07 = 0.01 e 0.09 £ 0.02 nm,
respectivamente (Tabela 8). Os resultados de RMSD para o dominio transmembrana nos trés
sistemas inferem que ele entra em equilibrio rapidamente e pode ser utilizado para a montagem

dos sistemas seguintes.
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Figura 25 — Perfis de RMSD para o dominio transmembrana. Curva de RMSD
para as configuragdes estruturais do dominio transmembrana por tempo de
simulacdo, apos sobreposi¢do com a estrutura de referéncia inicial nos sistemas
transmembrana9-9; 12-12 e 14-14. (sobreposicdo e calculo de RMSD do
dominio transmembrana).

0,40
| Transmembrana 9-9
035 - Transmembrana 12-12
T Transmembrana 14-14

0,30

—~ 0,254

£ ]

£

a 0,204

(%)

=

'

0,15 +
J
M | M

Ll ‘ \\
O’OSM A “IH' W“ M‘H, “Mﬂ wwu ﬂ\ M

0,00 : , : : : : :
0 50 100 150 200

Time (ns)

Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 8 - Médias e desvios de RMSD da estrutura do dominio transmembrana
calculados a partir do momento em que se atinge o equilibrio (feq) nos sistemas
transmembrana9-9; 12-12 e 14-14.

Transmembrana RMSD (nm) teq
9-9 0.25+0.02 50 ns
12-12 0.07 £0.01 10 ns
14-14 0.09 +0.02 10 ns

Fonte: elaborada pelo autor.

As estruturas finais de cada simulagdo sdo representativas, visto os baixos RMSD

médios e desvios, ou seja, nao foram observadas mudangas estruturais € movimentagao acima

do esperado para movimentacdo térmica. Assim, as estruturas finais da simulagdo foram

utilizadas para a montagem dos sistemas e para as simulagdes seguintes.

5.2.5 Modelagem e Dindmica Molecular do hinge-transmembrana

O perfil de RMSD do hinge calculado a partir de 100 ns, com oscilagdes de grande
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amplitude, ¢ RMSD médio de 1.01 £ 0.09 nm, apresentando grande desvio, indicam que a
estrutura ndo atinge equilibrio em 200 ns (Figura 26). O que era esperado ja que essa estrutura
possui poucos residuos e possui a extremidade livre, sendo bem flexivel. Além disso, o hinge
tem como caracteristica ser uma estrutura flexivel para garantir flexibilidade ao dominio
extracelular do CAR. Ja a estrutura do dominio transmembrana, como ja estava equilibrada na
membrana, manteve-se em equilibrio, com RMSD médio de 0.10 £ 0.01 nm, a partir de teq =
10 ns. O calculo de RMSD do hinge, ap6s a sobreposi¢do do dominio transmembrana (hinge-
transmembrana), com objetivo de observar a movimentacao do hinge, esta mostrado na Figura
26. O que infere oscilagao de grande amplitude da estrutura do Ainge em relagdo ao dominio
transmembrana. O perfil de oscilagdes caracteriza diferentes configura¢des ao longo da DM
como se pode observar na Figura 27 pela presenca de varios clusters. Trés configuracdes ao
longo da DM estdo representadas na Figura 28, ilustrando a variacao estrutural do hinge, apos

sobreposi¢cdao do dominio transmembrana das trés estruturas.

Figura 26 — Perfis de RMSD para o hinge-transmembrana. Curva de RMSD entre as
configuragdes estruturais do hinge (sobreposicao e calculo de RMSD do hinge),
transmembrana (sobreposicdo e calculo de RMSD do transmembrana) e hinge-
transmembrana (sobreposi¢cdo do dominio transmembrana e calculo de RMSD do hinge),
ao longo do tempo de simulac¢do, comparadas com a estrutura de referéncia inicial.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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A Figura 27 mostra o resultado da andlise de cluster para o hinge-transmembrana,
mostrando os diferentes clusters de configuragdes obtidas na DM, utilizando raio de corte de
0.6 nm, com base na oscilagao do perfil de RMSD do hinge. Na figura 28, estdo representadas
diferentes configuragdes de hinge-transmembrana com base no resultado da analise de cluster,
em 0. 78 e 200 ns, exemplificando as diferentes conformacgdes do Ainge nos clusters 4, 2 e 1
respectivamente. A configuragdo escolhida para a montagem do CAR foi a de 78 ns (Figura 28)
em que o N-terminal do /inge esta mais linear, que corresponde ao cluster 2 (Figura 27), apesar

de ndo ser a configuracdo do c/uster mais representativa em solugao.

Figura 27 — Resultado da analise de cluster para o hinge-transmembrana. Clusters
de configuragdes de hinge-transmembrana ao longo da simulagao, utilizando um
raio de corte de 0.6 nm.
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Figura 28 - Representacdo estrutural do Ainge-transmembrana apds a sobreposi¢do do dominio
transmembrana. A) no inicio (verde); B) em 78 ns (roxo) e C) em 200 ns (azul) de simulagao.

Fonte: elaborada pelo autor.

5.2.6 Modelagem e Dindmica Molecular do scFv-hinge-transmembrana

O RMSD foi calculado para o scFv, hinge e transmembrana, apos a sobreposi¢do de
cada componente. Os resultados de RMSD estdo apresentados na Figura 29. O dominio
transmembrana entra em equilibrio em teq ~ 20 ns de simulagdo com RMSD médio de 0.07 +
0.01 nm (Tabela 9). J4 o scFv entra em equilibrio com teg ~ 250 ns, com RMSD médio de 0.20
+ 0.01 nm. A estrutura do hinge apresenta RMSD crescente, reduzindo-se em 250 ns de
simulagdo (Figura 29). Em seguida, o perfil de RMSD do hinge se mantém em equilibrio no
teq = 350 ns até o final da simula¢do, com RMSD médio de 1.12 = 0.02 nm (Tabela 9).
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Figura 29 — Perfis de RMSD para o scFv, hinge e transmembrana. Curva de RMSD
das configuragdes estruturais do scFv (sobreposi¢ao e calculo de RMSD do scFv),
hinge (sobreposicao e calculo de RMSD do hinge) e transmembrana (sobreposi¢ao
e calculo de RMSD do transmembrana) por tempo de simulagdo, comparadas com
a estrutura de referéncia inicial.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 9 - Médias e desvios de RMSD calculados para o scFv, hinge ¢
transmembrana, a partir do tempo em que se atinge o equilibrio (Zeq).

Estrutura RMSD (nm) teq (ns)
scFv 0.20+0.01 250
Hinge 1.12+0.02 350
Transmembrana 0.07 +£0.01 20

Fonte: elaborada pelo autor.

A analise de cluster (Figura 30) mostra a presenca de 32 clusters, utilizando um raio de
corte de 0.6 nm com base no perfil de RMSD do &inge. A presenga de muitos clusters no inicio
da simulagdo pode ocorrer devido a flexibilidade do hinge que movimenta também o scFv até
250 ns (Figura 31B). Em 250 ns, o scFv comega a se aproximar da membrana e interagir

atrativamente, como visto no PII utilizando raio de corte 1.3 nm (Figura 31A).
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Figura 30 - Resultado da andlise de cluster para o scFv-hinge-
transmembrana. Clusters de configuragdes de scFv-hinge-transmembrana
ao longo da simulagdo, utilizando um raio de corte de 0.6 nm.
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A Figura 31A mostra o resultado do PII entre o scFv e a membrana. O PII scFv-
membrana reduz a partir de 250 ns, mostrando que a atratividade ¢ realgada entre o scFv e a
membrana, com a aproximacao do scFv da membrana. Em seguida, a estrutura do hinge se
mantém, ~ 350 ns, como mostrado na Figura 29. A Figura 31B mostra o perfil de RMSD do
hinge calculado ap6s a sobreposicao do scFv (scFv-hinge), inferindo oscilagdo estrutural do
hinge, em relagao ao scFv, até ~ 250 ns. Quando o scFv se aproxima da membrana, ha reducao

da oscilagdo da estrutura do hinge.
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Figura 31 - Potencial de interacdo intermolecular (PII) entre o scFv e a
membrana (scFv-membrana) ¢ RMSD do hinge em relagdo ao scFv. A) PII
entre o scFv e a membrana calculado durante 500 ns, utilizando um raio de
corte de 1.3 nm. B) RMSD do hinge em relacao ao scFv (scFv-hinge).
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Fonte: elaborada pelo autor.

A configuragdo escolhida para a montagem do CAR foi a que a orientagdo scFv-hinge
se apresentava mais linear, de 200 ns (Figura 32), representada no cluster 2 (Figura 30). Apesar
de ndo ser a configuragdo mais representativa da simulagao, foi escolhida por facilitar o estudo
posterior de analise da variacdo da estrutura do CAR em membrana ¢ também da interacao

CAR-CD19.
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Figura 32 — Representacdo estrutural do scFv-hinge-transmembrana apds sobreposicao
do dominio transmembrana. Conformagdes do scFv-Ainge-transmembrana inserido em
membrana ap6s 200 (verde) e 500 ns (roxo).

Fonte: elaborada pelo autor.

5.2.7 Dindmica Molecular do transmembrana-intracelular

A estrutura do dominio intracelular apresenta um perfil de RMSD bastante variavel, com
dois picos de RMSD em 100 e 300 ns (Figura 33), indicando variagdes
estruturais/conformacionais nesse dominio. O RMSD médio para o dominio transmembrana foi
calculado a partir de 300 ns, sendo 0.20 = 0.02 nm. J4& o dominio intracelular apresenta RMSD
médio mais alto de 0.71 + 0.03 nm, calculado a partir de 350 ns. A ultima configuragdo do

dominio intracelular foi escolhida para a montagem do CAR.
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Figura 33 — Perfis de RMSD para os dominios transmembrana e intracelular.
Curva de RMSD das configuragdes estruturais dos dominios intracelular
(sobreposicdo e calculo de RMSD do intracelular) e transmembrana
(sobreposicao e calculo de RMSD do transmembrana), ao longo do tempo de
simula¢do, comparadas com a estrutura de referéncia inicial.
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Fonte: elaborada pelo autor.

5.2.8 Modelagem e Dindmica Molecular do CAR

O RMSD foi calculado para os componentes do CAR com o intuito de inferir a variag@o
de cada uma dessas estruturas no sistema. O perfil de RMSD apresentado na Figura 34A infere
que o scFv e o dominio transmembrana alcangam equilibrio estrutural em feq = 400 ns. O perfil
de RMSD do hinge em relagdo ao dominio transmembrana (Figura 34B) sugere que ha mudanca
conformacional do kinge no sistema, devido a oscilagdes de grande amplitude. O equilibrio
estrutural do dominio intracelular ocorre em teq = 700 ns com RMSD médio de 0.48 + 0.02 nm.
No caso do hinge, em teq = 800 ns de simulagdo com RMSD médio de 0.89 = 0.03 nm (Tabela
10), devido a sua flexibilidade, o que confere maior variagado estrutural ao CAR. A partir de 800
ns, o scFv se mantém posicionado na membrana e ndo hd movimentos que indicam afastamento

até 1200 ns (Figura 36).



Figura 34 — Perfis de RMSD para os componentes do CAR: scFv, hinge,
transmembrana e intracelular. A) Curva de RMSD das configuracdes
estruturais do scFv (sobreposi¢do e calculo de RMSD do scFv), hinge
(sobreposic¢ao e calculo de RMSD do hinge), transmembrana (sobreposi¢ao
e céalculo de RMSD do transmembrana) e intracelular (sobreposi¢do e
calculo de RMSD do intracelular); B) Curva de RMSD das configuragdes
estruturais do hinge apds a sobreposicdo do dominio transmembrana
(Transmembrana-hinge) ao longo do tempo de simulagdo, comparadas com
a estrutura de referéncia inicial.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 10 - Médias e desvios de RMSD calculados para os componentes

do CAR em solugao calculados a partir do teq.

Estrutura RMSD (nm)
scFv 0.21 £0.02
Hinge 0.89 +£0.03
Transmembrana 0.13+0.02
Intracelular 0.48 +0.02

Fonte: elaborada pelo autor.

teq (ns)
400
800
400
700

A analise de cluster (Figura 35) mostra a presencga de 25 clusters, sendo o cluster 1 o

mais representativo. A presenga de muitos clusters no inicio da simulacdo ocorre devido a

flexibilidade do Ainge que movimenta também a estrutura do CAR. Por volta de 600 ns, a

conformacdo da estrutura do scFv se aproxima da membrana (Figura 37) e interage

atrativamente com a mesma (Figura 36C).

Figura 35 — Resultado da andlise de cluster para o CAR. Clusters de
configuragdes do CAR ao longo da simulacao, utilizando um raio de corte

de 0.6 nm.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A distancia entre o centro de massa do scFv e o carbono alpha (Ca) do Trp301 da a-

hélice do dominio transmembrana (Figura36E), localizado na extremidade extracelular da

membrana (Distancia A), foi calculada com intuito de observar a aproximacao entre o scFve a



89

membrana. Na figura 36A, esta representada a Distancia A, em que se pode observar a reducao
da distancia entre o scFv e a membrana de 6 para ~ 3,5 nm. A distdncia em z do centro de massa
do scFv e do Trp301 (Distancia B) varia como mostrado na Figura 36B, reduzindo de 6 para ~
I nm. A Distancia B reduz a partir de 200 ns, mesmo instante em que o PII entre o scFve a
membrana também reduz, evidenciando uma interagdo mais atrativa entre o scFv e a membrana
(scFv-membrana) até o final da DM (Figura 36C). Esse comportamento ¢ confirmado pelo
monitoramento do angulo B formado entre o vetor O, formado sobre a posicao do centro de
massa do scFv e do Ca do residuo Trp301 da a-hélice do dominio transmembrana, e o vetor
projetado no eixo z (vetor M). A curva de angulo B em fung¢do do tempo de DM, na Figura 36D,
mostra que o angulo ¢ de 70° em ~ 400 ns, ou seja, no mesmo tempo em que foi observada a
menor distncia projetada em z entre o scFv e a membrana (Figura 36B). A inclinagdo do scFv
se mantém a partir de 800 ns, com angulos variando entre 50 ¢ 70°, a0 mesmo tempo em que a

Distancia B se mantém, com o scFv interagindo atrativamente com a membrana (Figura 36C).

Figura 36 — Distancia e PII entre o scFv e a membrana. A) Distancia entre o centro de massa do
scFv e o carbono alpha (Ca) do residuo Trp301 da oa-hélice do dominio transmembrana
(Distancia A). B) Distancia projetada em z do centro de massa do scFv e o Ca do residuo Trp301
do dominio transmembrana (Distincia B). C) PII scFv-membrana. D) Angulo p formado entre
os vetores M e O. E) Representacdo das Distancias A e B e dos vetores M e O, formando o

angulo B.
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Para monitorar a compacidade do Ainge no CAR ao longo da DM foi calculado o Raio
de giro (Rg) do hinge e o PII entre o hinge e a membrana (hinge-membrana) e entre o hinge e
o dominio transmembrana (Figura 37). O Raio de giro (Rg) do hinge aumenta até 1.05 a 1.3 nm
logo apo6s o scFv se aproximar da membrana, em 700 ns (Figura 37A), o que indica que ndo ha
mudang¢a na compacidade do hinge. Em 900 ns, o Rg se mantém entre 1.15 ¢ 1.25 nm. O PII
hinge-membrana é mais atrativo em ~ 1000 ns, de -550 kcal.mol* tempo em que o scFv
também interage mais atrativamente com a membrana (Figura 36C). Em 640 ns, o PII hinge-

transmembrana é mais atrativo, -90 kcal.mol™! (Figura 37C), quando o scFv se aproxima da

membrana.

Figura 37 — Raio de giro (Rg) do hinge e PII entre o hinge e a membrana (hinge-
membrana) e, 0 dominio transmembrana (hinge-transmembrana). A) Rg do hinge ao
longo do tempo. B) PII #inge-membrana. C) PII hinge-transmembrana.
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91

Com intuito de monitorar o comportamento da regido transmembrana durante a
aproximacao do scFv a membrana, foi calculada a distincia entre os carbonos alpha (Ca) dos
residuos Trp301 e Leu319 (Distancia C) (Figura 38D), residuos das extremidades extra e
intracelular da a-hélice do dominio transmembrana. A Distiancia C varia entre 2,5 ¢ 2,8 nm
(Figura 38A), o que infere manutengao da estrutura da a-hélice do dominio transmembrana. No
entanto, observa-se uma maior variagao da distancia entre as coordenadas em z dos atomos Ca
dos residuos Trp560 e Leu578 (Distancia D), descrita na Figura 38B. Sendo que em 400 ns, a
Distancia D reduz de ~ 2,6 para 2 nm e, em seguida, aumenta at¢ 2,8 nm. Uma vez que a
distancia entre os Ca reduz bem menos que a distdncia em z ¢ que a estrutura em a-hélice do
dominio transmembrana ¢ mantida, conclui-se que a a-hélice (dominio transmembrana) sofre
uma inclinagdo em relacdo ao eixo z. Isso € confirmado pelo monitoramento do angulo a entre
o vetor N, formado pela posi¢ao dos Ca dos residuos Trp301 e Leu319, e o vetor sobre o eixo
z (vetor M), lancado em grafico na Figura 38C. Em 400 ns, quando a Distancia D ¢ menor, o
angulo a alcanga 40°, o maior angulo observado. Em seguida, quando a Distancia D aumenta,

ha uma reducdo do angulo o, que permanece oscilando entre 0 e 20°.

Figura 38 — Distancia C e D e angulo a, entre os vetores M e N. A) Distancia entre os Ca dos
residuos Trp301 e Leu319 do dominio transmembrana (Distancia C). B) Distancia em z entre
as Trp301 e Leu319 do dominio transmembrana projetada no eixo z dos residuos (Distancia D).
C) Angulo o formado entre os vetores M e N. D) Representagio das Distancias C e D e dos
vetores M e N, formando o angulo a.
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A configuragdo escolhida para montar o complexo CAR-CD19 foi a do inicio da
simulagdo, antes do scFv se aproximar da membrana, para comparacdo entre a estrutura do
CAR livre com o CAR interagindo com o CD19. Como se pode ver na Figura 39, a estrutura
do scFv se aproxima da membrana durante a simula¢do, permanecendo interagindo com a

mesma até o final, como mostrado no grafico de PII scFv-membrana (Figura 36C).

Figura 39 — Representacado estrutural do CAR em membrana. Conformacdes do CAR inserido
em membrana apds 200 (verde), 600 (azul claro), 1000 (roxo) e 1200 ns (amarelo),
sobrepondo-se a estrutura do dominio transmembrana.

Fonte: elaborada pelo autor.

A Analise de Componentes Principais (PCA) em funcao do tempo de DM para cada
uma das proje¢des PC1 e PC2 foi langada em grafico para observar a variagdo dos movimentos
do hinge, dos dominios transmembrana e intracelular no CAR. Pode-se observar na Figura 40

a movimentagdo das projecdes dos residuos do hinge, dos dominios transmembrana e
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intracelular. A estrutura que se movimenta mais durante a simulacdo ¢ o Ainge, uma vez que
suas projecoes oscilam mais (Figura 40A) durante a DM. A PC1 do hinge ndo varia
consideravelmente até por volta de 600 ns de simulacao, quando comecga a aumentar de -60 a ~
70 A de 600 a 900 ns, mantendo-se até o final da simulagdo, quando o hinge ji nio se
movimenta tanto, pois o scFv se aproximou e esta bem proximo da membrana. Ja a PC2, oscila
até 900 ns entre -40 e 40 A, e mantém-se por volta de -20 A até o final. A projecdes do dominio
transmembrana oscilam entre -20 e 20 A (Figura 40B), o que indica uma movimentagio bem
pequena dessa estrutura comparado ao hinge. As projecoes da estrutura do dominio intracelular
se movimentam entre -80 e 60 A até 400 ns (Figura 40C), mantendo-se oscilando por volta de

20 A até o final da DM.

Figura 40 - Proje¢des dos componentes do CAR (PC1 e PC2) por tempo de
simulacdo. PC1 e PC2 da estrutura do A) hinge; B) do dominio
transmembrana; C) do dominio intracelular por tempo de simulagao.
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A Figura 41 mostra as proje¢des comuns, PC1 e PC2, do hinge, dos dominios
transmembrana e intracelular. Pode-se observar uma maior varia¢do da estrutura do hinge em
relacdo aos dois dominios, indicada pela maior oscilagio de suas proje¢des, principalmente em
PC1 (Figura 41A). As proje¢des da estrutura do dominio transmembrana se mantém proxima a
inicial entre 20 e -20 A (Figura 41B). J4 o dominio intracelular varia menos que o hinge (Figura

41C), com manutencao da estrutura no final da DM.

Figura 41 - Proje¢des da simulagdo do CAR nos subespagos comuns
definidos por PC1/PC2. PC1 e PC2 da estrutura do A) hinge; B) do
dominio transmembrana; C) do dominio intracelular. O circulo azul
representa o conjunto de configuragdes até 600 ns e o circulo vermelho
representa o conjunto de configuragdes a partir de 900 ns
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Fonte: elaborada pelo autor.
5.2.9 Dinamica Molecular do CAR-CD19

O RMSD foi calculado para os componentes do CAR com o intuito de inferir a variagdo

de cada uma dessas estruturas enquanto o CAR estd mantido em interface com o CD19. O perfil
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de RMSD apresentado na Figura 42 indica que a estrutura do scFv se mantem em equilibrio
estrutural apds feq ~ 400 ns, com RMSD médio de 0.13 + 0.02 nm (Tabela 11). A estrutura do
dominio transmembrana entre em equilibrio em 100 ns com RMSD médio de 0.27 = 0.01 nm
(Tabela 11). O perfil de RMSD para a estrutura do dominio intracelular oscila com grande
amplitude até ~ 800 ns, quando entra em equilibrio com RMSD médio de 0.97 = 0.03 nm
(Tabela 11). Os RMSDs apds sobreposi¢ao das estruturas inicial (hinge inicial) ou a final da
DM (configuracdo do hinge final) estdo apresentados na Figura 42B. Em 600 ns, hd uma
mudanga estrutural no Ainge que permite a aproximagao do singe a membrana, como mostrado

na Figura 44B com redugdo do PII #inge-membrana.

Figura 42 — Perfis de RMSD para os componentes do CAR: scFv, hinge, transmembrana e
intracelular. A) Curva de RMSD das configuragdes estruturais do scFv (sobreposi¢do e
calculo de RMSD do scFv), transmembrana (sobreposicdo e célculo de RMSD do
transmembrana) e intracelular (sobreposic¢ao e calculo de RMSD do intracelular ao longo
do tempo de simulagdo, comparadas com a estrutura de referéncia inicial. B) RMSD em
fun¢do do tempo de simulagdo para o hinge. A curva preta mostra o RMSD utilizando como
referéncia para sobreposicao a estrutura inicial (hinge inicial) e a curva vermelha, tendo a
estrutura final como referéncia (hinge final).
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Tabela 11- Médias e desvios de RMSD calculados para os componentes do
CAR em solugdo calculados a partir do teq.

Estrutura RMSD (nm) teq (ns)
scFv 0.24 £0.02 400
Hinge 0.87+0.02 800
Transmembrana 0.13+0.02 100
Intracelular 0.97+0.03 800

Fonte: elaborada pelo autor.

A distancia entre o centro de massa do scFv e o carbono alpha (Ca) do Trp560 da a-
hélice do dominio transmembrana (Distancia A), localizado na por¢cdo extracelular da
membrana foi monitorada, como mostra a Figura 43A. H4 um aumento da Distancia A no inicio
da DM de 6 para ~ 7 nm, mas apds 200 ns, essa distancia reduz a ~ 4.5 nm em ~ 860 ns, como
mostrado na Figura 43A. A distancia entre o centro de massa do scFv e o carbono alpha (Ca)
do Trp560. projetada no eixo z (Distancia B), varia de 6 a ~ 7 nm até 200 ns e reduz a préximo
de 4 nm nos ultimos 400 ns (Figura 43B). A redu¢do da Distincia A ocorre devido a uma
mudanga estrutural no hinge em 600 ns, observada nas curvas de RMSDs na Figura 42B.
Observa-se, também, que a aproxima¢do do scFv da membrana ¢ acompanhada por uma
reducdo do Potencial de Interagdo (PII) scFv-hinge (Figura 43C), que ¢ evidenciada a partir de
640 ns. Os eventos sucessivos indicam que o hinge sofre uma mudanca conformacional
importante, que ¢ indicada pelos RMSDs (Figura 42B), em t = 600 ns e que possibilita o scFv
se aproximar da membrana, como visto na sua maior aproximagdo em t = 890 ns, que ¢
acompanhada por um PII atrativo entre o hinge e o scFv. Esse comportamento ¢ confirmado
pelo monitoramento do angulo B formado entre o vetor O, formado sobre a posi¢ao do centro
de massa do scFv e do Ca do residuo Trp560 da a-hélice do dominio transmembrana, e o vetor
projetado no eixo z (vetor M). A curva de angulo em funcao do tempo de DM, na Figura 43D,
mostra que o angulo ¢ de 35° em t = 890 ns, ou seja, no mesmo tempo em que foi observada a
menor distancia projetada em z entre o scFv e a membrana (Figura 43B). A inclinacdo do scFv

reduz, ap6s 900 ns, a 27° no final da DM (Figura 43D).
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Figura 43 - Distancia entre o scFv e a membrana e PII scFv-hinge. A) Distancia
entre o centro de massa do scFv e carbono alpha (Ca) do Trp560 da a-hélice do
dominio transmembrana (Distancia A). B) Distancia em z do centro de massa do
scFv e do Ca do Trp560 do dominio transmembrana (Distancia B). C) PII entre
o scFv e o hinge (scFv-hinge). D) Angulo B formado entre os vetores M e O.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Para monitorar a compacidade do hinge no CAR interagindo com o CD19 ao longo
da DM foi calculado o Raio de giro (Rg) do hinge e o PII entre o hinge ¢ a membrana (hinge-
membrana) e entre o hinge ¢ o dominio transmembrana (Figura 44). O Raio de giro (Rg) do

hinge aumenta oscila entre 1.1 e 1.5 nm até 200 ns. Em seguida, reduz a 1 em 500 ns, e aumenta
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com um pico de 1.55 nm em 600 ns (Figura 44A), quando ha aproximagdo scFv-hinge com
redu¢do do PII (Figura 43C). Essa variagdo no Rg, em 200 ns e em 600 ns, indica uma
descompactagdo estrutural importante do hinge, devendo-se melhor investigar o papel dessa
variagdo estrutural na sinalizagao da célula CAR T. O PII hinge-membrana oscila entre 0 ¢ -475
kcal.mol ™! até ~ 500 ns (Figura 44B), indicando interacio mais atrativa. Em seguida, o PII se
mantém entre -450 e -200 kcal.mol! até o final da DM (Figura 44B). O PII hinge-

transmembrana é mais atrativo em 175 ns, e, em ~ 300 ns, sendo -90 kcal.mol! (Figura 44C).

Figura 44 - Raio de giro (Rg) do hinge e PII entre o hinge e a membrana (hinge-
membrana) e, o dominio transmembrana (hinge-transmembrana). A) Rg do hinge
ao longo do tempo. B) PII hinge-membrana. C) PII hinge-transmembrana.
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Com intuito de monitorar o comportamento da regido transmembrana durante a
aproximacdo do hinge ao scFv, foi calculada a distancia entre os carbonos alpha (Ca) dos
residuos Trp560 e Leu578 (Distancia C) (Figura 45A), residuos das extremidades extra e
intracelular da a-hélice do dominio transmembrana. A Distancia C varia entre 2,8 € 3 nm, sendo
bastante conservada e oscilando com alta frequéncia, como esperado para uma estrutura
secundaria em a-hélice. O que mostra que a estrutura ¢ bastante estadvel na membrana ao longo
da DM. No entanto, a distdncia projetada no eixo z dos Ca dos residuos Trp560 e Leu578
(Distancia D), descrita na Figura 45B, reduz de 2,8 para 1.9 nm em ~ 370 ns e, em seguida,
aumenta até 3,2 nm. O RMSD indica que a estrutura transmembrana ¢ conservada durante a
DM (Figura 42A), também, a variagdo da distancia entre os Ca ¢ mantida em 2,9 nm (Figura
45A). Portanto, a reducdo da Distdncia D ao longo da DM revela que a a-hélice do dominio
transmembrana inclina em relacdo ao eixo z, perpendicularmente a membrana. Esse
comportamento ¢ ratificado pelo monitoramento do angulo a formado entre o vetor N, formado
sobre a posi¢ao dos carbonos alpha (Ca) dos residuos Trp560 e Leu578 da a-hélice do dominio
transmembrana, e o vetor projetado no eixo z (vetor M). A curva do angulo o em fung¢ao do
tempo de DM, na Figura 45C, mostra que o angulo ¢ de 50° em 370 ns, ou seja, no mesmo
tempo onde foi observado a menor Distancia D. Em seguida, hd uma reducao da inclinacdo da

a-hélice, com angulos variando entre 40 e 20°, a0 mesmo tempo a Distdncia D aumenta.
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Figura 45 — Distancia C e D e angulo a, entre os vetores M e N. A) Distancia entre os
Ca dos residuos Trp560 e Leu578 do dominio transmembrana (Distancia C). B)
Distancia em z entre as Trp301 e Leu319 do dominio transmembrana projetada no eixo
z dos residuos (Distancia D). C) Angulo o formado entre os vetores M e N.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A Anélise de Componentes Principais (PCA), em func¢ao do tempo, para cada uma das
projecoes PC1 e PC2 foi realizada para observar a variagdo de movimentos no hinge, nos
dominios transmembrana e intracelular no CAR interagindo com o CD19. Pode-se observar na
Figura 46 a movimentac¢do das proje¢des dos residuos do Ainge, dos dominios transmembrana
e intracelular. A estrutura que se movimenta mais durante a simulagao ¢ o dominio intracelular,

uma vez que sao observadas grandes amplitudes de PC1 e PC2 ao longo da DM (Figura 46C).
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As curvas de PC1 e PC2 do hinge variam entre intervalos de tempo, antes de ~ 200 ns foi
observado movimentos mais intensos, € entre ~200 ns e 600 ns os movimentos s30 menores €
voltam a se intensificar apds ~ 600 ns, chegando a 80 A no caso de PC1. As projegdes do
dominio transmembrana oscilam entre -15 e 15 A (Figura 46B) até 1000 ns, o que indica uma
movimentagdo bem pequena dessa estrutura comparada ao hinge. As projecdes da estrutura do
dominio intracelular oscilam até ~ 600 ns de simulacdo, PC1 entre 40 ¢ 120 A e PC2 entre -20
e 80 A (Figura 46C). Apos 680 ns, hd uma reducdo da PC1 a -40 A, que se mantem reduzindo
até ~ 100 A, indicando uma mudanca na movimentacdo desse dominio. No caso da PC2 ocorre
uma forte transicdo de movimentagio, que era inicialmente nula e em 600 ns vai a -180 A e
volta a ser nula em 850 ns. As mudangas nas movimentagdes corroboram as fases temporais e
subsequentes de mudancas na estrutura do hinge, com concomitante aproximagao entre scFv e
membrana e consequente aproximacao scFv/hinge, com uma formagao de interface e realce no
PII atrativo entre scFv-hinge. Nesse sentido, o PC2 para hinge ¢ préximo de nulo e o PC1 se

mantém alto, mas com mesmo padrao de movimentagdo (Figura 46A).
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Figura 46 - Projecdes dos componentes do CAR (PC1 e PC2) por tempo de
simulagdo. PC1 e PC2 da estrutura A) do hinge;, B) do dominio
transmembrana; C) do dominio intracelular por tempo de simulagao.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A Figura 47 mostra as proje¢des comuns, PC1 e PC2, do hinge, dos dominios
transmembrana e intracelular. Pode-se observar uma maior variagao da estrutura do intracelular
em relagdo ao hinge e transmembrana, indicada pela maior oscilagdo de suas projecdes (Figura
47C). As projecoes da estrutura do dominio transmembrana se mantém proxima a inicial
(Figura 47B), como j4 observado na Figura 46B, oscilando entre 15 e -15 A. As PCs do dominio

intracelular oscilam bastante (Figura 47C), o que caracteriza uma maior variagao estrutural do
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dominio intracelular com um maior conjunto de conformagdes diferentes durante a DM.

Figura 47 - Projecdes da simulacdo do CAR interagindo com o CD19 nos
subespacgos comuns definidos por PC1/PC2. PC1 e PC2 da estrutura A) do
hinge; B) do dominio transmembrana. C) do dominio intracelular. O circulo
azul representa o conjunto de configuragdes até 200 ns e o circulo vermelho
representa o conjunto de configuragdes a partir de 600 ns.
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Fonte: elaborada pelo autor.

6 DISCUSSAO

Os modelos do scFv, do hinge, do dominio transmembrana e intracelular foram obtidos
e validados. As estruturas dos componentes do CAR foram submetidas a DM e equilibradas,
em solugdo, e assim foi possivel montar o CAR e analisar sua movimentagdo em interface
membrana/dgua e em interagdo com o CD19. Além disso, foi possivel também estudar a

interacao scFv-CD19, determinando quais regides CDR mais contribuem para uma interagao



104

atrativa com 0 CD19 e, também, quais residuos dos /oops do epitopo do CD19 mais contribuem
para uma interacdo atrativa ao scFv. Sendo os residuos dos loops carregados positivamente do
CD19 que possuem PII mais negativos, portanto, mais atrativos ao scFv.

O hinge localizado entre a regido de reconhecimento (scFv) e o dominio transmembrana
¢ importante para garantir o correto posicionamento do sitio de ligacdo durante a interag@o
CAR-antigeno (SHIRASU; KUROKI, 2012). No caso de CARs anti-CD19, ja foi demonstrado
que o reconhecimento do CD19, in vitro, € possivel utilizando hinges de diferentes tamanhos,
de 12 a 229 residuos. Embora as células tumorais CD19+ sejam reconhecidas, observa-se maior
produgdo e proliferagdo de citocinas, utilizando-se células CAR T com Ainges curtos comparado
aquelas com hinges longos (HUDECEK et al., 2013a, 2015), o que pode ocorrer devido a
estrutura e/ou localizacdo do CD19 ou a alta densidade do CD19 nas células tumorais (DU et
al., 2008).

Comparando-se a distancia entre o centro de massa do scFv e o Ca do residuo Trp da
extremidade extracelular da a-hélice do dominio transmembrana (Distancia A) nos sistemas
CAR e CAR-CD19, observa-se que o scFv se aproxima da membrana no sistema CAR (Figuras
36A e 43A). Ja a distancia entre a projecao em z do centro de massa do scFv e do Ca do residuo
Trp do dominio transmembrana (Distancia B) varia com maior amplitude no sistema CAR
(Figura 36B), comparada a variacdo no sistema CAR-CDI19 (Figura 43B), devido a maior
aproximacdo do scFv do CAR a membrana, real¢cando a interacdo atrativa scFv-membrana,
como visto na Figura 36C. O angulo p formado entre os vetores M ¢ O foi maior no sistema
CAR (Figura 36D), no instante em que o scFv se aproxima da membrana e o PII comeca a
reduzir (Figura 36B e C). Isso implica que, durante a aproximacao do scFv da membrana no
sistema CAR, ocorreu uma reorientacdo entre o dominio transmembrana e o scFv, que foi mais
evidente em 860 ns, tempo em que a distancia entre esses componentes foi menor e a interagao
scFv-membrana foi mais atrativa (Figura 36C). No caso em que o CAR interage com o CD19,
a reducdo da distancia em z (Figura 43B) implica no aumento do angulo B, e na orienta¢ao do
scFv se voltando para o plano da membrana apds 500 ns, como mostrado na Figura 48. Nesse
mesmo instante, ha redu¢do do PII scFv-hinge (Figura 43C), indicando intera¢do mais atrativa
scFv-hinge ao reduzir a distancia scFv-transmembrana. O que evidencia o papel do hinge apos

a interacdo CAR-CD19 de manter a flexibilidade e o correto posicionamento scFv-CD19.
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Figura 48 — Representacao estrutural do complexo CAR-CD19. Conformag¢des CAR-CD19 em
A) 200; B) 600 e C) 1000 ns.

Fonte: elaborada pelo autor.

Embora a principal fun¢do da dominio transmembrana seja ancorar o CAR na
membrana da célula T, algumas evidéncias sugerem que esse dominio pode ser relevante para
a funcdo da célula CAR T. O dominio transmembrana pode estar envolvido na sinalizagdo de
células T (MORIN et al., 2015; GUEDAN et al., 2019). A ligagdo do dominio intracelular
préximo ao dominio transmembrana pode influenciar na sinaliza¢do adequada das células CAR
T, enquanto o uso dos dominios transmembrana de CD8a ou CD28, ja amplamente utilizados,
pode favorecer a expressao ou estabilidade do CAR (IMAI et al., 2004; KOCHENDERFER et
al., 2009).

Os resultados das distancias entre os Ca dos residuos Trp e Leu das extremidades
extra e intracelular da o-hélice do dominio transmembrana (Distancia C) e a proje¢do em z
dessa distancia (Distdncia D) nos sistemas CAR e CAR-CDI9 permitem inferir a
movimentagdo e a inclinagdo em relagdo ao eixo z do dominio transmembrana. No sistema
CAR, a Distancia C oscila entre 2,5 ¢ 2,8 nm (Figura 38A), o que ndo indica mudanga
conformacional na estrutura secundaria, em forma de a-hélice, do dominio transmembrana. No
sistema CAR-CD19, pode-se observar uma maior Distancia C, entre 2,8 e 3,1 nm (Figura 45A),
mas também indicando estabilidade na estrutura da a-hélice. Ja a Distancia D aumenta a 2,8 nm
e reduz a 2 nm em 400 ns no sistema CAR (Figura 38B), instante em que o angulo o ¢ maximo,
40° (Figura 38C). Apos 400 ns, a Distancia D aumenta e o angulo a reduz, mantendo-se entre
0 e 20°. Ja no sistema CAR-CDI19, a redugdo da Distancia D ¢ ainda maior, a 1.8 nm (Figura

45B), e o angulo a também ¢ maior em 400 ns. Portanto, a reducdo da Distancia D ao longo da
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DM revela que a a-hélice do dominio transmembrana tem uma maior inclinagdo em relacao ao
eixo z, perpendicularmente a membrana, quando comparado ao sistema CAR. Esse
comportamento ¢ ratificado pelo monitoramento do angulo a em fungdo do tempo de DM, na
Figura 45C, em que o angulo ¢ méximo, 50°, em ~ 400 ns, no mesmo tempo onde foi observado
a menor Distancia D. Em seguida, hd uma reducdo da inclinagdo da a-hélice, que se mantém
oscilando entre 20 e 40°, a0 mesmo tempo a Distancia D aumenta. E observado, no sistema
CAR-CD19, uma mudanca conformacional importante no hinge, que leva a mudanga na
inclinacdo da regido transmembrana que pode influenciar na conforma¢do do dominio
intracelular.

No sistema CAR-CD19, ha uma variagdo estrutural no singe em 600 ns (Figura 44A),
que permite uma maior aproximag¢ao e interacdo mais atrativa entre o hinge e o scFv. Apos a
reducdo da Distancia D (Figura 45B) e o aumento da inclinagcdo desse dominio, que pode ser
observada pelo aumento do angulo a entre os vetores M e N (Figura 45C), ha uma aproximagao
do hinge ao scFv (Figura 43C). Em 600 ns, hd uma variacdo na estrutura do dominio intracelular
provocada pela inclinagdo da o-hélice do dominio transmembrana. O que sugere que para
ocorrer o mecanismo de transdugdo de sinal no interior da célula T, o hinge se aproxima do
scFv, em seguida, a a-hélice do dominio transmembrana inclina, ocasionando uma variagao do
dominio intracelular, expondo os dominios ITAM do CD3-{ as proteinas quinases, que
fosforilam esse dominio e ativam as células T.

Com base na Analise de Componentes Principais (PCA) por tempo de simulagao para o
hinge, os dominios transmembrana e intracelular do CAR nos sistemas CAR e CAR-CD19, ¢
possivel comparar a movimentagdo estrutural de cada uma dessas estruturas, quando o CAR
interage ou ndo com o CD19. Com relagdo ao hinge, pode-se inferir uma maior movimentagao
dessa estrutura no sistema CAR-CD19 (Figuras 40A e 46A), com PC1 e PC2 méximos em 200
ns, indicando uma mudanga conformacional no Ainge. Apos essa mudanca, ha inclinagao da a-
hélice do dominio transmembrana que resulta em redu¢do brusca nas PC1 e PC2 do dominio
intracelular em 600 ns (Figura 46C), indicando uma modificagdo conformacional desse
dominio. O que real¢a o papel do hinge na ativagdo e agdo antitumoral das células CAR T
(GUEST et al., 2005; HUDECEK et al., 2015). Esse comportamento ndo ¢ observado no
sistema CAR, indicando que, quando o CAR nao interage com o CD19, a estrutura do dominio
intracelular ndo movimenta consideravelmente (Figura 40C).

Pelas projecdes PC1 e PC2 nos dois sistemas, pode-se inferir a movimentacao do hinge
e dos dominios transmembrana e intracelular do CAR. A movimenta¢do do hinge ¢ maior

quando o CAR interage com o CD19 (Figuras 41A e 47A). Ja para a estrutura do dominio
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transmembrana, pode-se observar que ela se mantém nos dois sistemas (Figura 41B e 47B). A
estrutura do dominio intracelular movimenta bem mais no sistema CAR-CD19, podendo assim
inferir que a interagcdo com o CD19 possibilita uma maior movimentagao desse dominio, que
possui mais conformagdes durante a DM (Figura 47C) comparado ao dominio transmembrana
no sistema CAR (Figura 41C). Esse movimento descrito corrobora o que ja ¢ descrito na
literatura em relacdo a disponibilizacdo dos sitios do dominio intracelular, no sentido que
mudangas conformacionais expdem os sitios de ativacdo de tirosina. Os dominios citoplasmicos
da proteina CD3-( presente no dominio intracelular do CAR contém trés motivos de ativagao a
base de tirosina do imunorreceptor (ITAM), regido de proteinas de sinalizagdo que sao
fosforiladas em residuos de tirosina e tornam-se locais de ligagdo para outras moléculas de
sinalizacdo (VALLEJO et al., 2004). A ativacdo da sinalizacdo baseada em ITAM ¢ capaz de
dotar as células T com a capacidade de lisar as células tumorais alvo e liberar citocinas em
resposta a ligacdo ao antigeno (BEZBRADICA; MEDZHITOV, 2012).

No sistema CAR-CD19, foi calculada a distancia entre o centro de massa do hinge € o
Ca do residuo Trp560. localizado na extremidade extracelular da o-hélice do dominio
transmembrana (Distancia E), na superficie da membrana. Na Figura 49A, abaixo, ¢
apresentada a curva de Distancia E durante a DM. Observa-se que a distancia maxima entre o
hinge e o dominio transmembrana ¢ de 4.5 nm em 200 ns, definindo que o hinge estd com uma
estrutura mais estirada. Do inicio a 200 ns, o angulo 0, formado entre o vetor N e o vetor P
(Figura 49E), definido pelas posi¢des dos Ca dos residuos Thr548 e I1e559 (residuos da regido
menos flexivel do hinge e os trés primeiros residuos do dominio transmembrana nao
pertencentes a a-hélice), atinge valor minimo, de 20° (ver defini¢do dos angulos na Figura 49B),
corroborando que essa regido do hinge estd estirada em relacdo a a-hélice. Isso ocorreu em
decorréncia de uma acomodacdo d estrutura do hinge na formacdo da interface scFv-hinge,
como observado na reducido do PII entre eles de -60 a -160 kcal.mol ! visto na Figura 43C.
Apds 200 ns, o angulo 6 aumenta, aproximando-se do méaximo, 90°, em 370 ns, indicando que
a regido de ligagdo do hinge-transmembrana esta mais frouxa, o que permite que a estrutura em
a-hélice, bem conservada na DM, incline na bicamada, o que ¢ ratificado pelo aumento do
angulo a, entre o vetor M e o vetor N (Figura 49C). Essa inclinagdo maxima ¢ alcangada
concomitante a maior frouxiddo da regido polipeptidica entre o hinge € o dominio
transmembrana, em 370 ns e angulo de 50°. Portanto, fica evidente que a inclinag¢ao da a-hélice
ocorre apods a formagao de hinge-scFv e aproximagdo desse conjunto da membrana para reduzir
a tensdo na regido de ligagdo hinge-transmembrana, o que possibilitou a inclina¢do da a-hélice.

Essa inclinagdo perdurou de 370 ns a ~ 600 ns, momento em que foi observada mudancga
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conformacional no dominio intracelular (Figura 48A e B), ratificado pela transi¢do rapida na
curva de PC2 em 600 ns e PC1 em 680 ns, como mostrado na Figura 49D. Essa sequéncia de
eventos descrita propde um mecanismo de transducao de sinal na célula CAR T, sendo
dependente desde a interagdo do CD19 com scFv, possibilitando formar uma interface com o
hinge que tensiona e, posteriormente, afrouxa a regido linear de ligacao entre hinge ¢ dominio
transmembrana, possibilitando inclinar a a-hélice e promover a posterior mudanca
conformacional do dominio intracelular, que disponibiliza regides para fosforilagdo e

transmissao do sinal interno na célula CAR T.

Figura 49 — Mudangas conformacionais na regido de ligagdo do hinge ao dominio
transmembrana, a-hélice do dominio transmembrana e no dominio intracelular. A) Distancia E
entre o hinge e a a-hélice do dominio transmembrana. B) Angulo 6, formado entre os vetores P
e N. C) Angulo a, formado entre os vetores M e N. D) PC1 e PC2 da estrutura do dominio
intracelular por tempo de simulag@o. E) Representacdo dos vetores M, N e P, e dos angulos a. e
0.
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Fonte: elaborada pelo autor.

A fosforilagdo de tirosinas nos motivos ITAM inicia a transducao de sinal e a ativagao
de tirosina quinases subsequentes, que fosforilam residuos de tirosina em outras proteinas

adaptadoras. Os passos subsequentes na transducdo de sinal sdo gerados pelo recrutamento
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especifico de enzimas-chave que iniciam diferentes vias de sinaliza¢do cada uma. Portanto, a
modificagao estrutural do singe em 200 ns, seguida da inclinagdo do dominio transmembrana
em 370 ns observado nos resultados de DM possibilitaram mudangas conformacionais no
dominio intracelular para expor os sitios e possibilitar a fosforilagdo, como mostrado na Figura
48. O reconhecimento de complexos MHC-peptideo podem induzir uma alteracio
conformacional no TCR, fazendo com que os ITAMs associados aos CD3 ou cadeias { ligadas
tornem-se disponiveis para a fosforilacao da tirosina por quinases da familia Src (ABBAS et
al., 2015). Da mesma forma, o reconhecimento do CD19 na célula alvo pode induzir alteracao
conformacional no CAR, tornando os dominios ITAM disponiveis para a fosforilagdo, com o
mecanismo sugerido na DM. A fosforilacdo do CD3-{, presente no dominio intracelular, tem
um papel central na ativagdo de células T (BENMEBAREK et al., 2019). O sinal baseado em
ITAM sozinho induz anergia da célula T, levando a secregdo ineficiente de citocinas, a baixa
proliferagdo e a morte celular induzida por ativagao (AICD) das proprias células CAR T. Assim,
sendo necessario o dominio coestimulador em adi¢do ao sinal de CD3-{ para a ativagdo
completa da célula CAR T e prevencao de apoptose (GONG et al., 1999).

O mecanismo de transducao de sinal da célula T modificada com CAR ¢ semelhante ao
mecanismo de ativacdo da célula T classica pelo Receptor de células T (TCR). A proteina CD3-
¢ presente no dominio intracelular do TCR e da célula CAR T possui papel na sinalizagao
(CLEVERS et al., 1988). Uma das vantagens da célula CAR T em relacdo a célula T
convencional ¢ que ela é capaz de fazer o reconhecimento do antigeno pelo scFv do CAR e,
também, tem a capacidade de matar as células tumorais independentemente do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) (CHMIELEWSKI et al., 2013). Os linfécitos T
citotoxicos convencionais (CTLs) matam e eliminam rapidamente a célula alvo com notavel
especificidade, devido a formag¢do de uma sinapse imunoldgica (SI) distinta apds o
reconhecimento do TCR (MONKS et al., 1998). Sabe-se que as células CAR T utilizam, pelo
menos, em parte, o mecanismo convencional de sinalizacdo do TCR (MAHER et al., 2002).
Assim, pode-se supor que a célula alvo da célula CAR T é comparavel a da célula T cléssica.
Portanto, o reconhecimento da célula alvo pelo CAR nao ¢ afetado pelos principais mecanismos
que fazem com que os tumores evitem o reconhecimento de células T restritas ao MHC, como
o processamento defeituoso do antigeno (CHMIELEWSKI ef al., 2013). Além disso, o CAR
combina a propriedade do anticorpo monoclonal de interagir com o antigeno presente na
superficie das células tumorais, de forma especifica, com a capacidade de lise celular e de auto
renovagdo das células T (RAMOS; DOTTIL 2011).

O mecanismo de transducao de sinal proposto evidencia a importancia dos componentes
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do CAR para a sua correta atuagdo no organismo de pacientes com cancer, sendo sua
composicdo e estrutura cruciais para a lise efetiva de células tumorais. A confirmacdo do
mecanismo ainda necessita de mais estudos experimentais que corroborem os resultados
encontrados neste trabalho. Até mesmo mais estudos teoricos realizando, por exemplo,
triplicatas dessas simulagdes apresentadas aqui, que requerem um maior poder computacional

€ mais tempo para isso.

7 CONCLUSAO

Os modelos do scFv, do hinge, do dominio transmembrana e intracelular foram
utilizados na montagem do CAR e na montagem do complexo de interagdo CAR-CD19.

As estruturas do dominio intracelular e do hinge no CAR interagindo com o CD19
apresentam-se mais flexiveis em relagdo as mesmas estruturas do CAR que ndo interage com o
CD19, assim a interagdo com o CDI19 promove maiores mudangas conformacionais nos
componentes do CAR.

As andlises de distancia, angulo e PCA possibilitaram inferir um mecanismo de
transducdo de sinal no sistema CAR-CD19, por meio da variagdo estrutural do hinge, com
posterior inclinagdo da a-hélice do dominio transmembrana, seguida de mudanga
conformacional do dominio intracelular, movimentos que nao acontecem no sistema em que o
CAR nio interage com o CD19. A alteragdo nas conformagdes do dominio intracelular
observadas na DM sdo essenciais para expor os sitios de fosforilagdo e corrobora a fun¢ao do

CD3-( que atua na sinalizagdo das células T (CLEVERS et al., 1988).
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ANEXO A- ANALISE DA QUALIDADE GEOMETRICA DOS MODELOS GERADOS
NO PROGRAMA MOLPROBITY

a) scFv
All-Atom |C135h5€0f'3; all atoms: |0 |10l1}ﬂ1 parcentlle‘ (IN=1784, all resolutions)
Contacts |C1ashscore is the number of serious steric overlaps (> 0.4 A) per 1000 atoms.
[Poor rotamers o [4.46% [Goal: <0.3%
[Favored rotamers [179 [88.61% [Goal: =98%
[Ramachandran outliers [4 [1.60% [Goal: <0.05%
Protein [Ramachandran favored [234 [93.60% [Goal: >98%
Geometry [MolProbity score” 141 |97t percentile” (N=27675. 0A - 994)
[CB deviations >0.25A [2 [0.89% [Goal: 0
[Bad bonds: [0/ 1967 [0.00% [Goal: 0%
[Bad angles: [19/2672 [0.71% [Goal: <0.1%
[Cis Prolines: [2/10 [20.00% [Expected: <1 per chain, or =5%
Peptide Omegas [Cis nonProlines: [17241 [0.41% [Goal: <0.05%
[Twisted Peptides: [3/251 [1.20% [Goal: 0
b) Hinge
All-Atom [Clashscore, all atoms: o 1100 percentile” (N=1784, all resolutions)
Contacts |Clashscore is the number of serious steric overlaps (> 0.4 A) per 1000 atoms.
[Poor rotamers o 0.00% [Goal: <0.3%
[Favored rotamers [1 [o3.949 [Goal: >98%
[Ramachandran outliers 1 [33% [Goal: <0.05%
Protein [Ramachandran favored 41 lo5.35% [Goal: >98%
Geometry |M01Probity score” |0.82 \100“1 percentile” (N=27675, 0A - 994)
CB deviations =0.254 o 0.00% Goal: 0
[Bad bonds: [0/330 0.00% Goal: 0%
[Bad angles: l6/457 [131% Goal: <0.1%
Peptide Omegas |Cis Prolines: |0 /9 |0.00% ‘Expected: =1 per chain, or =5%

¢) Dominio transmembrana

All-Atom [Clashscore, all atoms: o 1100% percentile” (N=1784, all resolutions)

Contacts |C1ash5c0re is the number of serious steric overlaps (> 0.4 A) per 1000 atoms.
[Poor rotamers lo [0.00% Goal: <0.3%
[Favored rotamers 16 lo4.12% Goal: >98%
[Ramachandran outliers lo [0.00% Goal: <0.05%

Protein [Ramachandran favored [2 [100.00% Goal: >98%

Geometry |Mo]Pmbir_v score” |0.50 \100“1 percentile” (N=27675, 0A - 994)
[CB deviations >0.25A o [0-00% (Goal: 0
[Bad bonds: [o/186 [0.00% Goal: 0%
[Bad angles: [2/257 [0.78% Goal: <0.1%

Peptide Omegas |Cis Prolines: |O /1 |0_00% ‘Expected: =1 per chain, or =3%

d) Dominio intracelular

All-Atom [Clashscore, all atoms: lo [100% percentile” (N=1784, all resolutions)
Contacts |C1a5hscore is the number of serious steric overlaps (> 0.4 A) per 1000 atoms
[Poor rotamers 4 [3.12% [Goal: <0.3%
[Favored rotamers 114 [89.06% [Goal: >98%
[Ramachandran outliers [7 [4.61% [Goal: <0.05%
Protein [Ramachandran favored [126 [82.89% [Goal: >98%
Geometry IMolProbity score” [Ls7 9314 percentile” (N=27675. 0A - 994)
[CB deviations =0.25A 18 [13.04% [Goal: 0
[Bad bonds: [23/1273 [1.81% [Goal: 0%
[Bad angles: [76/ 1699 [4.47% [Goal: <0.1%
Peptide Omegas [Cis Prolines: 2/9 [22.22% [Expected: =1 per chain, or =5%
= [Twisted Peptides: [1/153 [0.65% [Goal: 0

Fonte: MolProbity.
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ANEXO B- GRAFICO RAMACHANDRAN GERADO PELO PROGRAMA
MOLPROBITY PARA CADA MODELO OBTIDO
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ANEXO C - GRAFICO RAMACHANDRAN GERADO PELO PROGRAMA

a) scFv

PROCHECK PARA CADA MODELO OBTIDO

PROCHECK

Psi (degrees)

-135"R%

-90 -+

Ramachandran Plot
4204472

[

——SER &7
n

o 45 0 45 90 135
Phi (degrees)

Plot statistics

Residues in most favoured regions [A.B.L] 186 87.7%
Residues in additional allowed regions |a,b.Lp| 21 9.9%
Residues in generously allowed regions [~a,~b.~1.~p] 4 1.9%
Residues in disallowed regions 1 0.5%
Number of non-glycine and non-proline residues 212 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glycine residues (shown as triangles) 28
Number of proline residues 10
Total number of residues 252

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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b) Hinge
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PROCHECK
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Ramachandran Plot
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Phi (degrees)
Plot statistics

Residues in most favoured regions [A,B.L]
Residues in additional allowed regions [a,b,L.p]

Residues in generously allowed regions [~a,~b,~L.~p]

Residues in disallowed regions

Number of non-glycine and non-proline residues
Number of end-residues (excl. Gly and Pro)
Number of glycine residues (shown as triangles)
Number of proline residues

"Total number of residues

Based on an analysis of 118 structures ol resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected

to have over 90% in the most favoured regions.
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¢) Dominio transmembrana

PROCHECK

Ramachandran Plot

1447448
[T 1 LB

|| ;

Psi (degrees)

~b

—
135" - ’_I ’ ‘ i ‘

Phi (degrees)
Plot statistics

Residues in most favoured regions [A.B.L] 18 94.7%

Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 1 5.3%
Residues in generously allowed regions [~a,~b.~L.~p] 0 0.0%
Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 19 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glycine residucs (shown as triangles) 2
Number of proline residues 1

24

‘Total number of residues

Based on an analysis of 118 structures ol resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.

1447448 01.ps



d) Dominio intracelular

PROCHECK

Psi (degrees)

Ramachandran
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Plot

= b
b
~1
1
P 7§
"
[ ] m
S 128
p— ] L
A
GLN 20
] JEim—
= |
GLI& 98
d
_al i
T 1 T
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Phi (degrees)
Plot statistics
Residues in most favoured regions [A,B,L] 103 81.1%
Residues in additional allowed regions [a,b.1,p] 17 13.4%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~L~p] 6 4.7%
1 0.8%

Residues in disallowed regions

Number of non-glycine and non-proline residues
Number of end-residues (excl. Gly and Pro)
Number of glycine residues (shown as triangles)
Number of proline residues

Total number of residues

127 100.0%

16

154

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.

5042050_01.ps

Fonte: PROCHECK.
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