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LEGENDA DELLE ABBREVIAZIONI

Cdk chinasi ciclinadipendenti

ER: reticolo endoplasmatico
P-gP:glicoproteina P

MDR: resistenza mukiarmaco

PP: poliprolinica

wt: wild-type

SARs:. relazioni strutturaattivita

Cmp: composti

NCOAZS: coattivatore 5 del recettore nucleare
aa: amminoacidi

NMR: risonanza magnetica nucleare
MTASs:. agenti che agiscono suiarotubuli
MAPSs: proteine associate ai microtubuli
SCRs: regioni strutturalmente conservate
SA: simulated annealing

SPR: Surface Plasmon Resonance

DMSO: Dimetilsolfossido




PREFAZIONE

La base della prevenzione e della cura di patologie tumoralijstii& ad oggi tra le sfide piu

i mportant.i per | a societ™, risiede essenzi i
mol ecol are responsabili dei processi bi ol oc¢
per combatt er ale patdlogie.sSebbemenedi altimd decertni, le scoperte fatte
nell 6ambito di guesta I|linea di ricerca abhtk
prevenire, diagnosticare e combattere il cancro, il costante sviluppo della resistenza ai farmaci
antitumorali rappresenta ancora uno dei problemi piu rilevanti in clinica muovendo la ricerca
Verso una conoscenza piu approfondia mtocessi attivi all'interno delle cellule tumorali al

fine di individuare nuovi bersagli molecolari per lo sviluppo di terapirate.

| networkdi interazioni proteinrgg r ot ei na rappresentano unoéint
dal momento che risultano essere coinvolti in tutti i processi biologici che si verificano nelle
cellule. Alterazioni delle interazioni protenpaioteina conducono, infatti, sia allo sviluppo dei
tumor i che al |l 6i nAresistengaeperzwa ladapeltaadi nfiokeaolenavent la
capacita di inibire 0 modulare specifiche interazioni proteiche & oggetto di grande interesse.

| n qu e s tatiataddricdrca desclit@ nella presente tesi di dottorato, e stata focalizzata
proprio allo sviluppo di nuovi potenziali agenti terapeutici in grado di interferire con le
interazioni proteingroteina coinvolte nei processi tumorali e responsabili @l nsor gen
della farmaceresistenza. In particolare, e stato condotto un primo progetto di ricerca (capitolo

2) che ha portato allo sviluppo di umodello farmacoforico per la progettazione di nuovi
agenti antitumorali in grado di mimare motivi di ri@stimento proteico del tipo LxxLL,
presenti principalmente nei regolatori trascrizion&d un secondo progetto di ricerca
(capitolo3) che ha avut o come obgsgneotedolari del necoanisme®t i g
di azione di nuove azapodofillotossinesultate attive in cellule resistenti al paclitaxel,
andando ad investigare, in particolare, la loro capacial | 6 i ni bi r e PIVM1, c omp
responsabile del fenomeno della farmaesistenza al paclitaxel in cellule di carcinoma
ovarico.

Gli stud computazional: e di bi oinformatica e:s
ricerca hanno i) fornito importanti informazioni sul meccanismo di azione, a livello
molecolare, dei nuovi derivati identificati, ii) consentito la razionalizzazione dabeioni
strutturaa t t i vi t -~ ( SARs) osservat e, i) conse

molecolari coinvolti nei meccanismi di farmaoesistenza e iv) posto le basi per la




progettazione di modifiche strutturali volte a migliorare il profilo tlivéda biologica dei

composti guida identificati



1. INTRODUZIONE

1.1a Sviluppo e cause dei tumori

Numerose evidenze indicano che la tumorigenesi negli umani € un processo multistep che
guida la progressiva trasformazeudelle cellule normali in cellule tumoralin realtd non

esiste una definizione valida per tutti i tipi di tumore. In generale possiamo definire cancro

| 6i nsi eme di una popolazione di cellule so
solacelllh a del |l 6organi smo che ha subit o, nel c
peculiari danni genomici trasmissibili alla progenie con conseguente proliferazione autonoma
al di fuori dei normali meccanismi di controllo che limitano la crescita dsuteselle

dimensioni e nei siti corretti. Molti tipi di cancro, infatti, sono diagnosticati nella popolazione

uman a con undincidenza di pendent e dal | 6et
stocastic?

Sulla base delle caratteristiche morfologiche, Idl 6 at t i vi t ~ prolifera
comportamento bi ol ogico nei confront.i dei

conoscono in letteraturatiimori benigni e tumori malignil primi sono costituiti da cellule

che mantengono pressocchealiarate le loro caratteristiche morfologiche e funzionali in
confronto a quelle normali pur esibendo autonomia moltiplicativa in quaajtonon
rispondono ai meccanismi regolatori della proliferazione cellulare e b) sfuggono ai
meccanismi omeostatici clregolano la secrezione dei loro prodotti. Questatti, sono
caratterizzate da uno sviluppo di tipo espansivo assumendo con i tessuti limitrofi rapporti di
contiguitg nel senso che le cellule neoplastiche non invadano e non infiltrano i tessuti vicini
ma si limitanoad esercitare una compressione sulle cellule adiacenti con conseguente
danneggiamento. Questo spiega perché, una volta rimossi totalmente, non recidivano, quindi €
puramente una neoformazione localizzata. | tumori maligni, invece, sontuitiogdt cellule

che si presentano diverse dalle corrispondenti cellule normali sotto tutti gli aspetti, da quello
mor fologico a quello funzional e. Loati pi a
indifferenziato € il tumore, si manifesta con mamza di uniformita nella forma e dimensioni

delle cellule (polimorfismo) e degli organuli cellulari, in particolare del nucleo che e
frequentemente ipercromico e in fase mitotica; un tumore di questo tipo € anaplastico non
essendo individuato il citotipoadcui ha preso origine. Le cellule invadono dapprima i tessuti
sani limitrofi superando le apsul e e altre barriere anato

contatto) e poi li distruggonacon la conseguenza che il tessuto neoplastico proliferante
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finisce cad sostituirsi ad essilnfine, hanno | 6abi |l it?” di penetrar
linfatico, invadere organi distanti ed in essi prolifefgn®cesso metastatico).

Per unbdadeguata comprensione dell a mal] att.i
opportuno considerare che il cancro non € una singola malattia ma almeno 100 malattie
differenti, ognuna con le sue caratteristiche e la sua storia naturale. Tutti i vari citotipi presenti
nell 6organi s mo p aos a drastormaaionel aneoplasti iquarmdo hanno
accumulato nel proprio genoma un certo numero di mutazioni a carico di determinati geni (es.
geni che governano la proliferazione e la morte cellulat@nahane Weinberg hanno
riassunto schematicamente le sei essenziali alterazioni ekéfano nella fisiologia della

cellula con conseguente crescita tumorale: a) capacita di proliferare indipendentemente dalla
presenza dei fattori di crescita (attivazione di oncogeni), b) insensibilita ai segnali
antiproliferativi (inattivazione di @ironcogeni adei geni soppressori del tumyre) capacita

di sfuggire ai segnali apoptotici, d) capacita di divisioni cellulari illimitate, €) neoangiogenesi

e f) potenzialitd metastati¢&igura 1).Cosi le cellule tumorali prendono il sopravvento sulle
cellule normali, competono con esse per lo spazio e le sostanze nutritive e determinano la loro

morte cos?® come, alla fine, quella dell 6int

angiogenesis

Figura 1. Le 6 proprieta caratteristiche delle cellule tumorali (Hanahan e Weinberg, 20002, Cell)

Léacquisizione di qgueste caratteristiche,
Avantaggi oo selettivo di crescita, procede

tratto fenotipico come risultato di varie alterazioni geneticheurezibnali) sia secondo
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sequenze cronologiche alternative e cid non solo nei diversi tipi di neoplasie, ma anche
all dinterno dell o stesso tipo tumorale.

E pur vero che la trasformazione neoplastica & nel complesso un processo inefficiente, in
quanto contrstata costantemente da numerosi meccanismi molecolari che garantiscono il
manteni mento dell 6integrit”™ del genoma e de
scelta cellulare a proliferare, differenziare, cessare di crescere o morire. Cliglareetd

apoptosi rappresentano, infatti, i due meccanismi chiave durante la vita di una cellula,
strettamente compl ementar. tra |l oro in qua
delle proteine che partecipano alla regolazione del cigllalare.® Molecole chiave agiscono
come Aguardiani del genomao i n ,ratraveso tlai s p
Acertificazioneo del |daterminamollai ptogressioae o menodala s i
replicazione e della divisione cellulare. pardita d questi sistemi di controllo equindi,

del | 6i ntegrit? g e n o mi gcpmovo¢apinstabilitd gengmica, laaualp r ot
rappresenta la condizione permissiva fondamentale per la trasformazione cellulare in quanto

f avor i s c eonelpbogressjva ida iparte delle cellule -peeplastiche di nuove
mutazioni*

Lo studio dell éinterattoma, |l a rete cemposH
proteina che avvengono naturalmente in una cellula o in un organiseuti es®ri viventi,

ha fornito numerose conoscenze i n merito a
portato allodéidentificazione di oncogeni , C
proteine implicate nella riparazione del DNA, nella regolaziatel ciclo cellulare, nel
differenziamento e nella morte cellulare, tutti coinvolti nello sviluppo del cancro umano. Una
varieta di fattori ambientali (agenti fisici, chimici, ecc), epigenetici (modificazioni degli
istoni, metilazione del DNA) e genetif@s. mutaziongeniche, traslocazioni, amplificazioni,
delezioni ed inserzioni virali) possono alterare le proteine tradptigirdi, interrompere le

vie di trasduzione del segnale e le interazioni protphoteina che sono essenziali per
importantipp c e s S i cellulari come | 6apoptosi ed i
allo sviluppo incontrollato delle cellule ed infinecaincro*



1.1b Ciclo cellulare

(! ciclo cellulare ~ | 6insi eme dvisione diemat i o]
cellula in relazione a stimoli esterni. La sua durata varia col variare della specie, del tipo di
cellula e delle condizioni di crescita, ma in media dura dall4l@re. Negli organismi
pluricellulari, non tutte le cellule si riproduconBossiamo infatti distinguere alcuni tipi
cellulari, altamente differenziati, che non entrano mai in mitosi, si pensi ai neuroni, o agli
eritrociti. Vi sono poi popolazioni cellulari che si replicano solo in alcune specifiche
situazioni, per esempio gli ejoaiti, o alcune cellule del sistema immunitatitfine, esistono

cellule che si replicano continuamente, come le cellule staminali, presenti in molti tessuti fra
cui il midollo osseo, che ospita i precursori delle cellule del sangue. Le cellule eabarioti
hanno evoluto un complesso sistema di regolazione che governa il passaggio da una fase
all daltra del ciclo cellulare. Questoul ti m
fedelmente replicato una sola volta e che copie identiche cromossiara egualmente
distribuite nelle due cellule figlie. Il macchinario deputato alla replicazione del DNA e alla
segregazione cromosomica € regolato da specifici segnali extracellulari; alterazioni
(mutazioni, delezioni, amplificazioni geniche) dei comeoti che prendono parte al ciclo
cellulare potrebbero essere altamente debilitanti, se non fatali per la cellula e possono portare
allo sviluppodel tumore® Infatti, il ciclo cellulare & un processo geneticamente controllato,
costituito da una serie dventi coordinati e dipendenti tra loro, dai quali dipende la corretta
proliferazione delle cellule. Gli eventi molecolari che controllano il ciclo cellulare sono
ordinati e direzionali: ogni processo € la diretta conseguenza dell'evento precedente ed € la
causa di quello successivo. Affinche possa verificamio necessari degli eventi biochimici

che inducano la cellula ad entrare nel ciclo, quali sintesi di fattori di crescita, comunicazione
tra cellule, trasduzione del segnale.

Il ciclo cellulare diua cel | ula eucariotica consiste n
Lé6éinterfase comprende una fase nota G1 (dal
che significa riposo in quanto si riseeinne
periodo di riposo cellulare) in cui la cellula sintetizza molti enzimi, si ingrandisce e si prepara

a raddoppiare il propri o DNA. Questa | a
percorrerla la cellula pud impiegare diverse ore, giorniinsatte o0 mesi, a seconda della sua

di fferenziazione. E6 per | dappunto | a dur at
ciclo in quanto ciascuna delle fasi successive ha una durata pressoché costante. Segue una
fase nota come S (sintesi), duralaste@juale si verifica la duplicazione del DNA in modo tale

che il numero dei cromosomi risulti il doppio di quello normale (assetto tetrapolide). Durante
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la fase successiva, nota G2, la cellula mantiene il suo patrimonio cromosomico tetrapolide,
provvede Ha sintesi di ulteriori proteine ed alla duplicazione degli organuli citoplasmatici e
dispone i cromosomi in assetto metafisico. E una fase principalmente di controllo su cid che &
avvenuto prima e di preparazione per la successiva divishbekka quartafase, detta M
(Mitosi), che a sua volta si suddivide in profase, metafase, anafase e telofase, la cellula
compie la divisione mitotica e forma due cellule ognuna delle quali ha un corredo
cromosomico diploide con dapprima la divisione del nucleo e pdiagdel citoplasma
(citodieresi), precedute dalla condensazione e segregazione dei cromosomi. | segnali che
spingono la cellula a proseguire nel ciclo o ad arrestarsi sono forniti da molecole sintetizzate
da essa stessa o da altre cellule figlie le quala volta secrete, interagiscono con specifici
recettori di membrana. Questi segnali extracellulari esercitano una duplice e contrastante
azione in quanto alcuni (prevalentmente innescati dai fattori di crescita, dalle citochine e da
alcuni ormoni) la spigono a progredire nella fase successiva mentre altri la bloccano e la
fanno uscire dal ciclo convogliandola in una fase definita GO dove la cellula, pur essendo
metabolicamente attiva, € in uno stato non proliferante, di quiescenza, che puo essere
reversille o meno a seconda dei casi e, quindi, pud o non rientrare in fase G1 o G2 e

proseguire neticlo (Figura 2).

fol
itosi | Preparation
G2 \ ! for DNA G1
Growth Synthesis
DNA
Replication
£

Figura 2. Raffigurazione grafica delle varie fasi del ciclo cellulare.

Da quanto detto si comprende come il processo di replicazione del @igione cellulare,
risposta ai segnali extracellulari quali nutrienti e fattori di crescita, siano eventi estremamente

importanti nella regolazione del ciclo cellulare. Esistono importanti meccanismi di controllo
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che coordinano i passaggi durante leevéasi del ciclo cellulare, il primo e rappresentato da

un sistema dcheckpointsc he prevengono | 6entrata nell a
quando gli eventi della fase precedente non sono stati compl&ssi agiscono a livello

delle principalitransizioni del ciclo cellulare, in particolare a livello della transizione fra la

fase G2 e la fase M (checkpoint G2/M) e la fase G1 e la fase S (checkpoint G1/S). Il primo
previenel 6 entrata I n mitosi f i n cpseaSnndroedltudto r e p |
completa;inoltre, tale checkpointintervienein risposta ad un danno al DNA. Tale arresto
permette alla cellula di avere il tempo per riparare il danno piuttosto di trasmetterlo alle
cellule figlie. Il danno al DNA non solo arresta il ciclo oddire in G2, ma rallenta la
progressione delle cellule attraverso la fase S e arresta la progressione del ciclo anche al
checkpointG1 permettendo il riparo del danno prima che la cellula entri in fase S. La proteina
che media tale azione e conosciuta cp®®, che é rapidamente prodotta in risposta al danno;

e interessante notare che il gene che codifica per la proteina p53 e frequentemente mutato nei
tumori umani e la perdita della funzione di p53 risulta in una mancata correzione del danno al
DNA che viee replicato e trasmesso alle cellule figlie. Tale trasmissione di eredita porta ad
undbaumentata frequenza di mutazioni e geneil
contribuisce allo sviluppo délimore® Il secondocheckpointquello di fase Gllocalizzato al

termine di tale fase, € il punto in cui la cellula prende la decisione chiave se dividersi o entrare
nello stato di quiescenza GO. Lo stato di questeckpointdipende dalle condizioni
nutrizionali in cui si trova la cellula e da partiadlmessaggeri chimici. E presente, inoltre, un
terzocheckpoint he presiede all déintegrit”™ del genon
il corretto allineamento dei cromosomi sul fuso mitotico e assicura la corretta distribuzione
dei cromosomi alleellule figlie.

Un secondo importante meccanismo di controllo, che presiede al passaggio delle varie fasi del
ciclo cellulare  r appr €hnash thamaiehitas cidimad i n s i
dipendenti (Cdk e da numerose proteine, detteline, che unendosi alle precedenti le
attivano rendendole capaci di fosforilare determinati substrati che vengono, a loro volta e a
seconda dei casi, attivate o timeate. | complessi ciclin&€dk hanno vita breve in quanto le

prime vengono inattivate damle pr ot ei ne. Ciascun passaggi o
cos? C 0ome | 6avanzame mofge@to daedpdcifiche sChsssciai® a f as e
determinate cicline che attivano cascate enzimatiche culminano con la liberazione di

fattori di trascrizone che raggiungono il nucleo e stimolano la codificazione di molecole che

favori scono | 6avanzamento nella fase e/ o |
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ciclina A clclina A

cdik2 cdk1
clclinaE clclinaB
ciclinaD
cdké 0 cdkS cdi2 cdkt .
assemblaggio del fuso
L 8 segregezione
conettezza dellarsplicezions cromosomica
I I EEEEEEEEENENEEEENIEEENEEEE] | | I
I I | I [ 0
G, L] G, M
p53 completezza della
replicazione
p21 eassenza di rotiure
PRb
controllodistress &
dannoal DNA

Figura 3. Rappesentazione schematica dbieckpoirg del ciclo cellulare

1.1c Morte cellulare programmata (Apoptosi)

La morte cellulare programmata (defingpoptosi)e un processo fisiologico complementare

all a proliferazione c eilinltutili tassué celiulare Viena atteatat i s c
dalla <cellula in condizioni fisiologiche
proliferazione portando al graduale smantellamento della cellula attraverso la degradazione
del Ci t os c hotutre nucleare, dal edmpadtimenty intracellulari ed infine alla
formazione di residui cellulari sottoforma di corpi apoptotbe vengono riconosciuti e
fagocitati dai macrofagi che ne ricicleranno i costitu¥htl mantenimento delle normali
funzionicel | ul ar i e dell 6omeostasi tissutale d
molteplici segnali che controllano la scelta cellulare di proliferare, differenziare, cessare di
crescere 0 morire.

Per molto tempo | 6o0ncoglat disna proliferaziometillanitatai st a
ma , forti evidenze hanno dimostrato che &
importante. Infatti, il tumore si sviluppa quando le cellule evitano la morte cellulare
programmata e proliferano in modo improprimsea unodapopt 0.2 Quindilmmp e n «
studio dei regolatori della proliferazione e della morte cellulare &€ fondamentale per
comprendere la trasformazione cellulare in vitro e per trovare nuovi approcci alla terapia del

cancro.
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Gli iniziatori ed esedori del processo apoptotico sono le caspasi, una famiglia di cistein

proteasi specificamente attivate nelle cellule apoptotiche tramite auto clivaggio e responsabili,

a loro volta, del clivaggio di proteine a valle, strategiche per la céfi@asono te diverse

vie attraversole quali le caspasi possono essere attivdte:prime due sono quelle

comuwnemente noteossia la via estrinseca o innescata dai recettori di morte (TNR e Fas) e la

via intrinseca o mitocondriale (via regolata dai fattori-apopbtici (Bad, Bik, Bid, Bak, Bx)

ed antiapoptotici (Bct2, e BetX\)) (Figura 4).La terza meno consciutg € la via intrinseca

del reticolo endoplasmatico (ER)
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La terza via, meno conosciyta quéla della via intrinseca del ER. $ensa sia dipalente

d a | | aziane tellavcaspasi 12 che dara inizio ad una cascata di eventi che porteranno
all attivazione dei segnali apoptotici

Il breve excursus fatto sulle vigpoptotiche ci fa comprendere come anche lo studio sui
regolatori della morte cellalr e si a f ondamentale per undana
in vitro e per trovar@uovi approcci alla terapia dei tumolmfatti, una ridotta apoptos/o la

sua resistenza gioga un ruolo vitale nella carcinogenesi. | meccanismi attraversoi@Lsic

verifica possono essere vari e divisi in: a) distruzidne | | 6 equi |l i bri o tra
apoptotiche, b) ridotta espressione delle caspasi, c) difetti/mutazioni nella proteina p53
(coinvolta non sol o nel | 6i nanegolazoomeedel cield | 06 a |
cellul ar e, nel | o sviluppo, nel | a di ffer e
ricombinazione del DNA, nella segregazione cromosomica, nella senescenza cellulare), d)
ridotta espressione dei segnali o dei recettori di nforte

La resitenza ai farmaci antitumoralda parte dellecellule neoplastiche nel corsdi un
trattamento chemioterapico, al | 6 ori gi ne del |l 6i nsuccesso t
casi edipendespessal al f att o che | 6at mdciwilegata alla capagitaa n |
di indurre la morte cellulare programmata delle cellule bersaglio. Se cid non avwviene
conseguenza delle alterazioni dei geni che presiedono a questo fenomeno, ,edgliendi
proteine tradotte, la cellula neoplastica soprav e continua a moltiplicarsi
indefinitivamente. Ogni difetto o anormalita lunde vie apoptoticherappresenta un
interessantebersaglio per potenziali strategie terapeutiche contro il cantne possano

ripristinare i segnali apoptotici verso la norneakliminando le cellule difettose.

-15-



1.1d Bas i mol ecol ar i del Il 6i nsorgen
anitumorali

Nonostante la complessita della natura biologica, la chemioterapia antineoplastica ha ottenuto
numerosi successi quando applicate@lte malignita ematologiche e alcuni tumori solidi,
specialmente delle cellule germinali e di alcune malignita infdftiQuesti successi
scaturiscono principalmente da una comprensione piu razionale dei diversi meccanismi
molecolari che governano lovikippo del tumore e diverse terapie antitumorali sono
concepite con | O0intento di bersagliare spe
tumorali e che, generalmente, sono assenti nelle cellule ndfrvaditi farmaci antitumorali

sono attualmete usati in terapia clinica ed hanno un impatto positivo sulla sopravvivenza del
paziente.

Purtroppo, nello scenario della maggior parte dei turkilar come quello al polmone, al
pancreas, al colon, alla mammella e alla prostata, i successi sonbnstati;*> uno dei

maggiori impedimenti & rappresentato dallo sviluppo della resistenza al faffasoaco
resistenzpe dagli effetti collaterali sui normali tessuti e cellule. Infatti, molti tumori sono
intrinsecamente resistenti a molti dei piu pategenti citotossici usati in terapia (resistenza
primaria) mentre altri tumori, invece, inizialmente sensibili, acquisiscono resistenza dopo una
terapia iniziale e risultano essere resistenti non solo ai primi agenti terapeutici, ma anche ad
altri farmacinon utilizzati nel trattamento (resistenza acquisita).

Perché una terapia antitumorale sia efficace, deve soddisfare alcuni requisiti. Il farmaco deve
raggiungere le cellule tumorali, una quantita sufficiente di farmaco (o dei suoi metaboliti)
deveentraee e persistere all éinterno della cell
deve essere sensibile all éazione del far ma.
resistenza al farmaco. Inoltre, il paziente deve essere in grado di sopmbrteféetti
collaterali della terapia. Purtropplo sviluppo di resistenza da parte della cellula neoplastica

ai farmaci antitumorali ~ uno degli ostacol
Per parafrasare Tolstoy nelle linee di apertura delcseol e br e r omanzde Anna
cellule normali si assomigliano nella loro risposta ai farmaci mentre ogni cellula tumorale
risponde a modo suo. Ci , significa che ogni cellul a
presenta un differente assetto genetibe dipende non solo dal tessuto di origine ma anche

dal patterndi attivazione di oncogeni ed inattivazione di oncosoppressori, cosi come dalle
variazioni casual.i nell 6espressione genica

dei tumori** Come risultato, ogni tumore esprime una differente varieta di geni resistenti ai
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far maci e |l e sue cellul e, anche se derivat
rispetto alla farmacoesistenza. Pertanto, € necessario approfondire le conostenegsto ai
meccanismi attraverso cui le cellule tumorali eludono i trattamenti al fine di sviluppare
farmaci antitumorali pienamente efficaci in terapia. Ad oggi, sono stati evidenziate diverse
cause per cui le cellule tumorali in crescita nei tesagspno diventare resistenti ai farmaci

antitumorali (Figura 5).

Resistenza ai farmac
antineoplastici

Farmacologica Fisiologica Cellulare
-iSantuari o - Volume eccessivo della neople - alterazione delle protei
- Scarso assorbimento - Alterazione del microambier responsabi |-influsst
- Dose bassa (ipossia, basso Hb carenza ¢ del farmaco
- Schema inadeguato nutrienti, ecc) - variazioni nel metabolismo

-alterazione delle vie apoptotich

Figura 5. Schemalei meccanismi di resistenza ai farmaci antitumorali

Una prima causa puo essere legata a fattori anatisiotmgici, ad esempio nel caso inian
determinato farmaco non sia in grado di raggiungere concentrazioni citotossiche per un
periodo adeguato di tempo. Questa situazione si verifica quando le cellule neoplastiche sono
confinate in organi difficilmente accessibili dai farmaci, i cosiddsthtuari (ad esempio il
sistema nervoso centrale, per la presenza della barriera-entagtfalica, e il testicolo, a causa
della barriera emattesticolare). A questo meccanismo possono aggiungersi errori nello
schema terapeutico, che prevedono una ttoppo bassa o che si mantiene su livelli adeguati
solo per un periodo limitato di tempo.

La farmaceresistenza puo essere indotta anche da cause relative alla fisiologia peculiare della
massa tumorale: ad esempio un eccessivo volume della nea@seiaina, nell'ambito della
stessala formazione di estese aree ischemiche, che rendono difficile siasgorto del
farmaco, sia quello dell'ossigeno nelle vicinanze delle cellule tumorali. Alcuni antineoplastici

provocano la morte cellulare tramite la f@mone di reattivi dell'ossigeno: si comprende
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quindi come la mancanza dell'ossigeno comporti necessariamente una riduzione dell'attivita.
In realta, deprivazione di glucosio, basso pH, ipossia, carenza di nutrienti sono tutte
condizioni microambientali é&guentemente presenti nelle cellule tumorali e sono alla base
del |l 6i nadeguata vascolarizzazione dei t umo
origine e localizzazionelnoltre, la presenza di una estesa area ischemica, unita alle
condizioni di stress microambientale, determina anche la selezione di cellule che hanno
ridotto la loro funzione apoptotica attraverso alterazioni genetiche come mutazioni di p53 ed,
essendo incapaci di iniziare I'apoptosi, sono anche resistenti a molti farmaci.&qohe le
condizioni di stress posso indurre farmacoresistenzaanche senza alterazioni genetiche
nelle cellule tumoralt*
Vi sono poi ulteriori fattori (Figura 6)propri della cellula neoplastica, che si oppongono
all'azione deifarmaci antineoplastcome:

Aridotta o completa perdita dell despress

trasportatori con conseguente diminuzione del trasporto intracellulare del farmaco dal

momento che ne risulta alterato il legame. Questo meccanismo porésepgpio, ad

una di minuzione del | 0u pucleokidccanela atarabinao p a mi
e il met otrexato (in questodédultimo caso

carico della proteina legante i folati);

A aument o del | 6edprchesiprnet edine speciponsabi
trasporto extracellulare del farmaco. Tale meccanismo é stato descritto per molti
farmaci come gli alcaloidi della vinca, epipodofillotossine, antracichma)lastina,
doxorubicina epaclitaxel L'aumentatee f f | usso  dovuto all ' al
di proteine specifiche, come lglicoproteina P(P-gP), la proteinal associata alla
resistenza multifarmaco (MRP) e la proteinalassociata alla resistenza al
mitoxantrone(MXR; anche conosciuta come proteimesistente al tumore al seno
(BCRP) o proteina ABC della placenta (ABT}), che hanno la funzione di estrudere i
farmaci dall'interno della cellula. Questo meccanismo € alla base del fenomeno della
multidrug resistance(MDR), cioé della contemporanea isgenza verso farmaci
antineoplastici con diversa struttura e diversa modalita d'azione;

A attivazione del metabolismo del farmaco o alterazione, per mutazione, di uno specifico
bersagliodel farmaco; in entrambi i casi si verifica 0 una diminuzione del&a su
attivazione o un aumento della sua inattivazione. Nel primo caso sono interessati, per
esempio, farmaci quali leitosina arabinosidARA-C) che per il loro funzionamento

richiedono un'attivazione enzimatica. Le cellule sono resistenti ad-@Rxrché
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povere in chinasi e fosforibogitansferasi (enzimi necessari per lattivazione
intracellulare del farmaco). Per il secondo meccanismo, invece, possiamo includere la
coniugazione di farmaci contenenti platino come oxaliplatino e cisplatino al GSH, un

poterte anttossidante che protegge le cellule dagli effetti dannosi delle specie reattive

del | 6ossigeno. Tale coniugazione forni st
aumentano | 6effluso del far maco;
A evasione dell e vie apozpresiad mhagionprattivanie z z c

geni che codificano per proteine papoptotiche, come la p53, sia di mutazioni

attivanti geni che codificano per proteine aapoptotiche, come BA.

Efflux pumps

Decreased

Altered cell cycle checkpoints

Alterations Induction of emergency

in membrane response genes
lipids P g

Compartmentalizatiop

Increased or
altered
drug targets

Repair of damage
increased

Apoptosis Inhibited

Metabolism

D—D*

Figura 6. Schema riassuntivo di alcuni fattori attraversocuile | | ul e t umor al i di vent anc
farmaci antitumorali citotossici

Tutti questi fattori portano ad un accumulo limitato del farmaco nelle cellule con conseguente
blocco i) della morte cellulare programmata (apoptosi), che e attisigandaggior parte dei

far maci antitumoral i, ii) dell dattivazione
i farmaci e riparano i danni del DNA, iii) delle alterazioni nel ciclo cellulare e nei
checkpoirg, rendendo le cellule relativamentesisgenti agli effetti citotossici dei farmaci

sulle cellule tumorajiinoltre tali fattori sono responsabili sia detksistenzdintrinseca o
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primaria (un esempio tipico di questo € MDR), che della resistenzéacquisit® o
secondaria

L 6 ef f imtatadimalti fdrmaci antitumoralipr oget t at i con | 0intent
alterazioni molecolayie risultata essere una conseguenza della coraglesdone aberrante

di molte biomolecolehe prendono parte alla trasformazione neoplasficgindi diventato
imperativo ideare e sviluppare nuove strategie per aumentare e migliorare le terapie.
Recentemente, le conoscenze rivolte verso la comprensione del sistema biologico del cancro
hanno portato a considerarenetwork di interazione proteirgroteina come appropriati
bersagliterapeuticidal momento che risultano essere responsabili delle alterazioni dei segnali
di morte/sopravvivenza caratteristici delle cellule tumorali; dai primi studi sono emersi
risultati positivi che hanno fornito evidemzincoraggianti sulle interruzioni selettive ed
efficienti delleinterazioni proteingroteinanel cancro, aprendo nuove strade per lo sviluppo

di farmaci antitumoralt®
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1.1e Importanza delle intazioni proteinaproteina nei process
biologici

La mappatura dell dinterattoma ha per messo
biologici che si verificano nelle cellule viventi sono largamente controllaprdeeine che
interagiscono con una moltitudine di partners funzigmiindo vita ad un complessetwork

di segnali.

L6organi zzazi oneceliltwlsa hessgndlagdicedadvars=lpdtane,

la trasduzione dei segnali dai recettori presenti sulla membrana plasmatica a specifici siti
intracellulari étrasmessa da precise associazioni protgingeina; il riconoscimento cellula
cellula € mediato da specifici recettori localizzati sulla superficie delle cellule bersaglio a cui
si legano specifiche proteine presenti su cellule diverse; la risposta itanausi basa in gran

parte sul riconoscimento di proteine e peptidi da parte di opportuni anticorpi; la trascrizione e
regolata da una moltitudine di fattori, attivatori e soppressori di essa, la cui unione e di
difficile comprensione ma chiaramengssaziale'® la progressione del ciclo cellulare
dipende da una fine interazione di ciclineCdk;'’ la stessa apoptosi, traffico proteico,
espressione genica e molti altri processi sono regolati da proteine che formano spesso un
complesso insieme dietworkin cui esse stesse regolano e sostengono altre ancora per mezzo
di specifiche interazioni. Per comprendere la complessita di tali riconoscimenti basti pensare
ai networkneuronali caratteristici del sistema nervosibe sono alla base del trasferimento
dele informazionj o anche alla complessa rete computaziochle permette di decifrare
articolati codici.

Tutti gli stimoli esterni e i segnali che vengono percepiti dalle cellule sono successivamente
propagat. all 6i nt erno adntunaaforte mgeravchiai spdziele a z i o
temporale che permette akk@llula stessa di comportarsi e rispondere in maniera adeguata
ri spetto al | 6ambdcatrahde sempresun éqailibraoitra aanbientk asterno e
nucleo. Lo studio della propagam® intracellulare dei segnali &€ attualmente arrivato a
descrivere minuziosamente gli eventi biochimici iniziali, l'attivazione delle chinasi dei
recettori, i segnali dovuti a fosforilazioni di serine, treonine e tirosine, la partecipazione di
adattatori ckb riconoscono questi segnali e partecipano addensando proteine nel punto
richiesto. Al contrario, i fenomeni che spengono i segnali quali endocitosi, downregulation e
degradazione, sono meno definiti. La maggior parte di queste interazioni scaturiscono dal
fatto che le proteine sono strutturate in maniera modulare per mezzo di una specifica

combinazione di domini funziondficapacidi riconoscere brewvinotivi proteiciper mezzo di
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sequenze altamente conservate. Tipicamente, i domini di interazione pptdiEiaa (es.

SH3, WW) sono moduli foldati di strutture terziarie altamente conservati, indipendenti dalla
proteina stessa, di 3650 amminoacid{aa) che possono essere espressi da soli rispetto alle
proteine di cui fanno parte ma conservano la lor@aci intrinseca di legare i loro partner
fisiologici. | domini di interazione sono spesso utilizzati da numerose proteine differenti per
mediare un particolare tipo di riconoscimento molecolareotivi proteici invece, sono siti
funzionali presenti n& proteine identificati da specifiche sequenze consenso e possono
essere organizzati in singole o diverse combinazioni di strutture secondarie, aventi ognuna
una caratteristica disposizione tridimensionale ifesivi poliprolinici, motivi LxxLL, coiled

i coll, elicai loopT elica dita di zincoetc.).

Si parl a di un vero e proprio Alinguaggio
comunicazione tra di esse tanto da poter affermare fthel l i nguaggi o umart
considerato come una trasf mazi one del | i n;Y s @lg iteoria d el | €

perseguibile, & esplicativo paragonare semantica e sintassi con il rapporto Striuttiniane

(Figura 7),cosi come é interessante che la complessita della linguistica computazionale abbia
sviluppato tecniche di calcolo usate non solo per interpretare i dati biologici ma anche per
studiare ed investigare la lingua e la grammatica piu a fondo. Se le teorie linguistiche possono
essere applicate a discipline biologiche come la genetica e la hiokilgira si potrebbero
stabilire delle regole grammaticali utili per la comprensione rd#work proteici e delle

funzioni.?°

o
! ] | [

Linguistics Lexical Syntactic Semantic Pragmatic

Figura 7. Rappresentazione schematica e chiarificatrice della notevole somiglianza tra il linguaggio delle
proteine (riga sup@re) e quello umano (riga inferiore); importanza del valore semantico delle informazioni che
sono depositate in una frase o in una proteina in quanto definisce un ruolo biologico o praigmaticontesto

molto pit ampio.

E ben esplicativo utilizzari domini modulari delle proteine come unita base sintattica dal
momento che essi possono essere considerati come punto di partenza per la struttura, funzione
e sviluppo di queste ed inoltre € possibile considerarli come una biologica Stele di Rosetta che

aiuteranno tutti a decifrare i concetti di base nel linguaggio delle proteine.
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1.1f Farmaci che interferiscono con lenterazioni proteinaproteina

La natura ubiquitaria delle interazioni proteiche e la conoscenza che riconascime
inadeguati prote@proteina possano condurre a patologie ha aperto la possibilita di
sviluppare in campo terapeutico piccole molecole, defipgptidomimetici con attivita
antitumoralec he vanno ad i nibire selietoteinav3eoordot e |
Al &t @s i di s t r uprivilagedescaffoldgtuitiii tempyate atganigicapaci di

imitare le superfici dei motivi di riconoscimento delle proteingppresentano composti
potenzialmente utilizzabili come mddtori dei complessi proteiparoteira®® In realtd i

peptidi o0 le proteine native biologicamente attive potrebbero essere impiegate direttamente
come farmaci se non fosse per il fatto che risultano essere facilmente degradabili da parte
delle proteasi, rapidamente degradate dal fegato or dain i avere unobel e
strutturale con conseguenti interazioni indesiderate con diversi recetb@ssa permeabilita
all e membrane Dbiologiche. Da qui nasce | 6e
proprieta biologiche ma aumerdatesistenza enzimatica qualpéptidomimetict® composti

che abbandonanto scheletrodel peptide ma conservano quelle funzionalita chimiche
essenziali in un caratteristicpattern tridimensionale che lo rende complementare alla
superficie della protemle bersaglio. | peptidomimeticgeneralmente presentano elle
strutture conformazionalmente ristrette da opportuni vincoli struttugahli la presenza di

cicli e/o di gruppi ingombrantithe minimizzano i legami con altri siti proteici aumentando

| @&idta per il bersaglio.

In letteratura sono noti numerosi prodotti naturali che agiscono come farmaci peptidomimetici
andando ad inibire specifichénterazioni proteingroteina grazie alla presenza di
caratteristiche strutturali che mimano un messaggmune, quello cioe di fungere da
antitumorali. Tra questi riportiamib paclitaxe] inibitore sia della tubulina che della proteina
antiapoptotica BeR, e gl inibitori del complesso p58DM2, quali la nutlina2 ed i derivati
benzodiazepinonici, in quéo essi condividono delle caratteristiche strutturali comuni a
motivi di riconoscimento proteirproteina che giocano un ruolo chiave nella regolazione
cellulare (es. motivi poliprolinici, motivi LxxLL, etc.).

Il paclitaxel Figura 8) € un farmaco antimorale che interferisce con il normale
funzionamento microtubulare aumentando la polimerizzazione dei monomexi elib
tubulina (il paclitaxelsi | ega al | a s u b’ & detefminabdo, ctasi, laa t
formazione di strutture microtubulari altamente stabili. Cio influisce negativamente sulla

funzionalit?” cellul are i n qguamidraubuli @efimta or c i
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Ainstabilit?” dinamicao)  indispensabile
della capacita cellulare di utilizzare il proprio citoscheletro in maniera flessibile e, quindi,

unodinibizione de®fla mitosi delle cellule

Figura 8. Struttura depaclitaxel

Oltre latubuling e stato identificato come ulteriobersagliodel paclitaxella proteina Bci2,
ipotizzando che esso sia in grado di interagire con una regione del loop flessibile della
proteina inibendom la sua funzione antiapoptotitaPartendo da queste informazioni,
attraverso studi ddocking dinamico e analisi bioinformatica € stato dimostrato come tale
farmaco sia un peptidomimetico in grado di interfedon le interazioni proteinaroteina alla

base del processo apoptotico. In particolare, questi studi hanno evidenziatpantigake)

grazie alla particolare disposizione spaziale dei suoi anelli aromatici, € in grado di riprodurre
una struttura ada-elica, mimando cosi il motivo strutturale Lxxiike (Figura 9) e

riproduce le interazioni di tali motivi proprio quando si lega ai seosagli proteict®

Figura 9. Sovrapposizione dgbaclitaxel (PDB ID: 1JFF; carboni in bianco) con i residui didrazione del
motivo LxxLL (PDB ID: 1SBO; carboni in arancione). | residui di interazione sono mostragtidk Gli
eteroatomi sono colorati in base al tipo atomiCon biancq O in rosso e Nin blu. Gli idrogeni sono stati
omessi per rendere la figupiu chiara.
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Infatti, le sue tre porzioni aromatiche sono impegnate in interazioni idrofobiche con altri
residui similmente orientati sia nel sito ldgame della BeP ¢ h e-tukdilma. Inaltre,b

| 6anel | o opactitaxelraima |z formadde ln residuo prolinico ed e impegnato in
interazioni idrofobiche favorev| i s i -tabulimaesialnalla Be2, che riproducono quelle
osservate tra i doini SH3 e i motivi poliprolinici. Questi risultati hanno confermato il ruolo
delpaclitaxelc o me pepti domi metico e wumaemahecclha @
capace di interferire con le interazioni proteprateina che coinvolgono motivi Lxxl:-like e
poliprolinici.

La Nutlina2?° (Figura 10) ed i derivati benzodiazepinofi¢es. inibitore benzodiazepinonico

1, Figura 11), invece, sonpi ccol e mol ecol e ant aMDi@ chet e d
sono risultate esser e delaprotemaMiVM2 d riprishnbre mac a r «
funzione della proteina p53 in quei tumor i

struttura gunzionewild-type(wt), fungendo cosi da potenziali agenti antitumorali.
OH al
O
Br o (\N HN’g/O/
Tl
N
N/ O\ ! o OH
)

ol 9

Figura 10. Struttura della Nutling Figurall. St ruttura del |l 6ini bi
benzodiazepinonico di HDM2.

Br
Cl

La proteina p53 €& un fattore trascrizionale essenziale per prevenire la proliferazione
inappropriatad e | | e cellul e e per mant ener e I
forme di stress genot osrmeidimnomerosteaventi caljulariqoadi t a

ciclo cellulare (nella fase G1/S e G2/M), apoptosi, angiogenesi, senedeeiascaturisce

dall a sua struttura molto Aflessibiled che
partner e di mediare moltissme f unzi oni . Tale proteina  n
del genomao, ed ~ proprio per il suo ruol
attraverso | a prevenzione delle mutazioni

pathway di p53 sono ibersagli proteicipiu frequenti di alterazioni geniche nei tumori
Approssimativamentecirca la meta di tutti i tumori umani esprimono una proteina p53 o
incapace di svolgere la sua funzipaecausa di una serie di mutazioni nel suo dominio di

legame al DNA o inattiva come fattore trascrizion&feLa funzionedella proteina p53 &
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controllata dal regolatore negativo MDM2 attraverso un meccanismo autoregolatorio di tipo
feedback negativo. Quando i livelli nucleari di p53 sono elevati, essaa sidisga la
trascrizione del gene Mdm2, aumentando cosi i livelli della proteina MDM2. A sua volta
MDMZ2 e in grado di legare p53 nel nucleo, esportarla nel citoplasma ed indirizzarla verso la
degradazione nel proteosoma per mezzo del processbigliitinazione® Il motivo della

p53, che viene riconosciuto da MDMBuo essere classificato come un motivaaglica del

tipo LxxLL-like ripetuto invertito (i.e. LxxLLxxL) che presenta la sequenza consenso del tipo
FxxWW¥xxL (F:fenilalarmiida; X¥: qeasli diudsii da mif
residuo di lisina).

Sia la Nutlina2 che il derivato benzodiazepinonico sono in grado di mimare la posizione
delle catene laterali idrofobiche degli amminoa&tié®, Trp?® e Leu®® presenti sul motivo

della p3, legandosifortemente ad MDM2 nella tasca di legame di p53 e impedendo a
questoul ti nfaFigial2h! | oggi ar vi

A

Figura 12. (A) Struttura critallografica del complesso MDMR&RLUtlina-2; (B) sovrapposizione della Nutlifia
(in ball&stick, bianco) con il peptide p53 di 9 mer RFMDYWEGL fall&stick, verde).

In questo modo p53elle cellule tumorajinon essendo piu complessata con MDMZ2 risulta
attiva e ci, S i mani festa con wun arcasmsEto d
dipendente.

La scoperta di piccole molecole sintetiche che mimino uno ogpiudi u raéelica ha
determinato un cambiamento significativo nelle modalita di ricerca di nuovi potenziali agenti

terapeutici.
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Pertanto grazie a tali studi é statbmostrato che e possibile definire un ligando
peptidomimetico anche quando questo non possiede elementi strutturali direttamente
riconducibili alla struttura peptidica ma comunque in grado di riprodurre le medesime

interazioni di un motivo/dominio prota funzionale.
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2. Progettazione di nuovi agenti antitumoral
In grado di mimare motivi di riconoscimento
proteico
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2.1 INTRODUZIONE

2.1la Motivi proteici altamente conservati coinvolti nella
comunicazone cellulare

Numerosi studi condotti sulle interazioni proteprateina hanno permesso di stabilire che
molte proteine coinvolte nella regolazione di diversi eventi cellulari sono costruite in maniera
Amodul aredo ed wutil i zz anper mddiaraiqueste irderazianineepert e
formare complessi multiproteici. Inoltre, questi studi hanno suggerito la presenizi

domini proteicj di punti cruciali, chiamatihot spots® che rappresentano punti focali
energetici sulle superfici delle ppoi ne che sono i maggi or i det
déinterazione e determinano nel | e hetisgoisnanz
costituiscono regioni di residui amminoacidici la cui natura e disposizione relativa determina

| 6affienilta f or za ca kpotésona altanmeate dcoroplementariila iloro e
possiedono unbdéelevata adattabilit”™ funzi one
utilizzare lo stesso set tiot spotsper interagire con proteine diversst che € in grado di
adattarsi di volta in volta per presentare gli stessi residui in contesti strutturali .thiveesi
esempio, lo stesso dominio di legame di MDM2 puo essere riconosciuto sia da p53 che dalle
proteine omologhe p63 e p73 e da molteegtiroteine contenenti simili motivi di legame, la

cui rilevanza biologica, in alcuni casi, non & ancora ben cfia@@aestosuggerisce che gli

hot spotssono in grado di legare non solo proteine con domini complementari, ma anche
peptidi o addirittura micoli ligandi che vanno in qualche modo a mimardiifjando
natural eo, medi andeintesmolacolarint er azi oni i ntra
Ad oggi sono state identificate differenti famiglie di domini e motivi di interazione preteina
proteind* e quelli piu frequenteemte coinvolti nella comunicazione cellulare e nella
formazione di macrocomplessi proteici sono risultati esséx i) i motivi poliprolinicie,

quindi, i loro partner di interazione, tra i quali bisogna annoverare i domini SH3 &>\ig,

ii) i motivi Lx xLL %

Come e evidente dal nome, i motivi poliprolinici contengono diversi residui prolinici
consecutivi necessari sia per le interazioni che per la strutturazione. La presenza di piu proline
determina una costrizienconformazionale a livello dello sckéb peptidico, che assume una

conformazione estesa a forma di elica, chiamata elica polipro{lRRE >° (Figura 13).
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Figura 13. Elica poliprolinica di tipo Il (v= 180°;f =-78° ey =+146°; Codice PDBD: 1QWE). | carboni sono
in arancione, gli azoti in blu e gli ossigeni in rosso.

La struttura PP & un motivo di riconoscimento unico caratterizzato dalla presenza di catene
laterali proliniche e gruppi carbonilici essti al solvente ad intervalli regolari. Queste
proprieta conformazionali rendono simmetrici questi motivi di riconoscimento, permettendo
di avere due possibili orientazioni di interazione e, quindi, riducendo il costo entropico di
| egame. L 0 gasns idrogena intchmoledolari permette ai gruppi carbonilici di
formare legami idrogeno con i domini di riconoscimento. Inoltre, il gruppo carbonilico delle
proline risulta essere un ottimo accettore di legami idrogeno in quanto ha una maggiore
densita eldronica rispetto ajuella degli altri amminoacidi naturali non essendo coinvolto
nella tautomeri a .%®% 8ebbéné & zesiduio prolmioi ndondirino da
composizione delle eliche PP, ai fini della selettivita delle interazioni con i domini di
riconoscimento di tali motivi sono fondamentali anche quei residui amminoacidici carichi o
polarizzati, che sono stati trovati essere presenti sia tra le stesse proline che ai limiti di tali
motivi.* | domini che interagiscono cdrmotivi poliprolinici sono i domini SH3 e i domini

WW.

I domini SH3 sono piccoli modulproteici di interazione costituiti da circa 60 residui
amminoacidici, presenti in un elevato numero di proteine citoplasmatiche e del citoscheletro.
Le varie funzioni delle proteine che cong®no i domini SH3 includono il controllo della
compartimentalizzazione cellulare, la localizzazione delle proteine a livello dei
microfilamenti del citoscheletro ed a livello delle membrane, e la regolazione delle attivita
enzimatiche® La strutturazionedi base dei domini SH3 consiste in cingfimment

b antiparalleli che formano ddeglietti b perpendicolari (Figura 14).
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Figura 14. Struttura cristallografica di un dominio SH3 (verde e blu) in complesso con un motivo poliprolinico
(arancione). (Cade PDBID: 3SEM).

Il sito di legame e costito da una tasca di residamminoacidici idrofobici altamente
conservat(Figura 15) circondati da due loop variabili e ricchi di aminoacidi carichi. | domini
SH3, come gia dettprecedentemente, riconoswo i motivi poliprolinici contenenti la
sequenza consenso PpxP, nella quale p e di solito una prolina, mentre x € un residuo
idrofobico (di solito Leu, Val o Prdy

Tyré0

Figura 15. Sito di legame di un dominio SH3 (Codice PIB: 1QWE). Sono evidenziati i selui conservati
Tyrl6, Trp42 e Tyr60, coinvoltiel legameproteicia | carboni sono in verde, gli azoti in blu e gli ossigeni in
rosso.

I domini SH3 possono anche interagire fra loro e sono spesso accompagnati dalla presenza dei
domini SH2. | domini SEB me di ano | 6i nt gnotairaiiro una vapetaodi e i n
segnalazioni, alcune delle quali sono rilevanti per i processi mitogeni. Per esempio il dominio
SH2 di Grb2, che han ruolo chiave nella segnalazione del recettore EGF, ebstedagliodi

numeposi programmi ddrug discoveryin oncologia. In tutte le interazioni del dominio SH2,

il bersaglio proteicgossiede una tirosir@yr) fosforilata.

Il sito di legamequindi, & altamente carico positivamente. Le numerose strutture dei domini
SH2 sono stte risolte con ligandi ad alta affinita di legaffidipicamenteframmenti di

peptide dellaproteina bersaglioche includono residui di fosfotirosina. Si € pensato di
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utilizzare queste strutture per progettare inibitori dei domini SH2 con pochi legaticiigiep
meno polarit”™, tuttavia  stato difficile e
nM) non possiedono fosfotirosine, sono abbastanza estesi e presentano gruppi carbossilasi,

per cui sono molecole inadatd essere utilizzate oee agenti farmacologici.
Déaltro cant o, [ domi ni WW s o n @0 ammoadidimo d u |

presente in diverse proteine coinvolte nella comunicazione e regolazione céfttfisiréoro

nome deriva dalla presenza di due residurigtofano(Trp) altamente conservati, di cui uno

i ndi spensabile per |l a strutturazione del

motivo poliprolinico.
Questi motivi consistono in un unico foglietiacostituto da tre filamenb (Figura 16).

9/

Figura 16. Struttura cristallografica di un dominio WW (codice PIIR 116C).

Il sito di legame € costituito da una tasca idrofobica nella quale le catene laterali di un

triptofanoe di una tirosina formano un angolo di 90° che definisce la cdiviggame delle

Thre1 Tyrrz Trp83

Figura 17. Sito di legame di un dominio WW (codice PDB: 1EG4). Sono evidenziati i residui conservati
Tyr72, Thr81 e Trp83. | carboni sono in magenta, gli azoti in blu e gli ossigeni in rosso.

proline*®(Figura 17).

Anche i motvi LxxLL partecipano in molte interazioni proteipaoteina coinvolte,
principalmente, nella regolazione trascrizionale. Infatti, questi motivi sono presenti in molti

fattori e cofattori di trascrizione, che mediano le interazioni che possono attivgrenoere
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la trascrizion€® Il loro nome deriva dalla presenza di tre residui di leu¢irea) altamente
conservati presenti nelle posizioni 1 (residyact (residua+3) e 5 (residuo+4) s u a-d i un

elica (Figura 18).

Leu9s Leu98 Leu99

Figura 18. Motivo LxxLL (codice PDBID: 1SBO0).l carboni sono in arancione, gli azoti in blu e gli ossigeni in
rosso.

Nonostante | residui di |l eucina risultino
idrofobici orientati in maniera simile, ai fini della selettivita di tali interazioni, sono
fondamentali anche quei residui amminoacidici carichi o polarizzati, che sono stati trovati
essere presenti ai limiti di a | i motivi; tal.i resi dientazioseo no f
di legame dei motivi LxxLI** St u d i recent.i hanno anche din
simili agli LxxLL (LxxLL -like) nei quali i residui di leucina sono sostituiti da diversi
amminoacidi idrofobici conservando le stesse proprieta di inve@?

Da unodanal i si dettagliata delle interazioni
loro ligandi sono emerse delle importanti caratteristiche strutturali riguardanti i residui

coinvolti nelle interazionf Tali proprieta sono riportate in Balla 1.
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Tabella 1.Analisi struturale dei domini SH3VW e del motivo LxxLL

Dominio SH3

Amminoacidi

Tyrl6T Trp42
Tyr607 Tyrl6
Tyr60T Trp4?2

Distanza tra i
centroidi delle
catene laterali

6.19 A

6.61 A

8.38 A

Motivo LxxLL

Distanza tra i

Amminoacidi centroidi delle
catene laterali
Leu95i Leu98 7.38A
Leu99i Leu9s' 10.08 A
Leu99i Leu98 8.18 A
Dominio WW
Distanza tra i
Amminoacidi centroidi delle

catene laterali

Thr81i Tyr72 451 A
Trp83i Thr8? 7.76 A
Trp83i Tyr72 6.98 A

%Leu9s e Leu99 sonaresiduii e i+4s u  auelica;
®Thr81 e Trp83 sono i residuie i+2 in unfogliettob.

In accordo con la loro capacita di riconoscere lo stesso tipo di ligando, come & mostrato in
tabella 1, i domini SH3 e WW mostrano simili caratteristiche strutturali; queste carateristi
strutturali sonaisultate essere sorprendentemente anche simili a quelle mostrate dal motivo
lineare LxxLL. In particolare, in accordo con un recente stddiel quale & stato dimostrato
che la distanza tra if@lei residuii edi+4 s u araifdcarisponde alla distanza tra iy@ei

residuii edi+2 su un filamento b i | primo e | 6ultimo residu

(residuii ei+4 i n atelicd@), sono strutturati come i residui treonina e triptofano nel dominio

WW (residuii ei+2 in un filamentob) (Tabella 1; Figura 19).

-34-



Figura 19. Sovrapposizione dei residui di interazione dei domini WW (carboni in magenta) e SH3 (carboni in
verde) e del motivo LxxLL (carboni in arancione). | residui di interazione sono mastsditk Gli eteroabmi

sono colorati in base al tipo atomico:ii®rosso e Nin blu. Gli idrogeni sono stati omessi per rendere la figura
piu chiara.
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2.2 SCOPO DEL LAVORO

C or mai di uso comune parlare di u mdicare r o e
una precisa e chiara comunicazione tra di
umano pu, essere considerato come una tr a:t
interazioni proteina proteina si verificano, infatti, per mezzouha specifica combinazione
di domini funzionali presenti nelle proteine (SH3, WW, ecc) capaci di riconoscere brevi
motivi (poliprolinici, LxXLL, ecc) per mezzo di sequenze altamente conservate. Dal momento
che le proteine seguono un preciso codice staldupiccole molecole in grado di interferire
con il Al i nguaggi o0 sono abildi a mi mar e i
riconoscimento proteico di un determingtathwaymo | ec ol ar e. ,lerstatqque st
dimostrato dal gruppo di meca presso il quale ho svoltoniio dottoratodi ricercache la
particolare orientazione spaziale di tre anelli aromatici del paclitaxel, compostayidieori
naturale con attivita aritimorale, € abile a mimare le catene laterali idrofobiche dei rediidui
interazione dei domini SH3, cio spiegherebbe la sua attreitso bersagliproteici multipli
coinvoltin e | | 6 a®pPoeprttoasnit o , l a comprensione dell e
parte di molecole peptidomimetiche rappresenta la chiave g@ilippo di nuovi potenziali
farmaci piu efficaci e selettivi.
Partendo da queste basi, | o s copoduatienledipr es
nuovi composti antiimoral, aventi scheletri molecolari facilmente modificabili e
sintetizzabilj potenzialmente capaci di interferire nelle intevazi proteinaproteina
attraverso la loro capacita di mimare motivi funzionali proteici presenti nei regolatori
trascrizionali.
Basandosi sul presupposto che:
- le interazioni proteingroteina sono alla Isa di tutti i processi biologici chei
verificanonelle cellule;
- il fine equilibrio fra interazioni intraed intermolecolari di domini/motivi peptidici
altamente conservati modula la comunicazione fra proteine;
- la presenza di comuni caratteristiche ttmali nei composti con attivita antitumorale
e altamente frequente in quanto essi sono in grado di riprodurre le interazioni di
specifici domini e/o motivi dinterazione;
e stato progettato e sintetizzato un piccolo set di derivati pirrolici ostiasti chepresentano

caratteristiche stitturali comuni a composti atiimorali noti in letteratura edpotizzate
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essere fondamentali per la modulazione di quelle interazioni prgiesteina che regolano il

ciclo vitale della cellula.

In particolare attraverso unodoapprofondita anali si
investigato a livello molecolarei | | oro meccani smo dbéazione
peptidomimetica di riprodurre i motivi funzionali proteici del tipo Lxxlike, che soo

riportati essere uno dei motivi di riconoscimento protgir@eina piu rappresentativi nella
regolazione del ciclo cellular8

Successivamente per val i dar e | pe gtatotgenerato whifarmpcoforg e t t
tridimensionale degli analoghitat al fine di individuare in banche dati molecolaraltri
composti che non solo rispettino i requisiti strutturali del nostro farmactfidmmensionale

ma che abbiano anche una simile attivita biologica.

Léattivit™ di r i ¢ earocdadotiorgtg £ é ihseritadneuh ampio pogeato t e
multidisciplinare che ha previsto la collaborazione di ricercatori quali: i) Dr. Anna Ramunno
(Universita degli Studi di Salerno) con competenze nella sintesi chimica; ii) Dr. Silvia
Franceschelli (Univesita degli Studi di Salerno) con competenze biochimiche; iii) Prof.
Alfonso Carotenuto (Universita di Napoli Federico II) con competenze di chimica

farmaceutica.
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2.3 RISULTATI E DISCUSSIONE

23a Anal i si del | 6att iova set di bigamdi o g i
identificato

La presenzanel nuovo set di derivati pirrolidietra sostituiti,(Tabella 2)di caratteristiche
strutturali comuni ad altri composti ad attivita antitumorale in grado di riprodurre la
diposizione spaziale di motivi/dominproteici (vedere paragrafdl.lf), ha guidato

| 6i nvestigazione dell d6attivit?’ bi ol ogi ca.
composti(Cmp)sintetizzati.

Tabella 2 Strutture dei nuovi derivati pirrolici tetrasostitudgé-n.

O
Ry
O CONHR;
HsC
R7
Cmp R1 R> Rs
8a CHs H \@
8b CHs H /O
8d CHa H \/@\
|
O« O
w ) L
|
o O L
Cl
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In particolare, & stata valutata la loro atévantiproliferativa verso differenti linee cellulari

sia tumorali (MCF7, Huh7, M14Jurkat) che verso linee cellulari di macrofagi monociti

mur i ni (Raw) attraver so (bromure @ §45dmetittiazdtd r i me t
i) -2,5-difeniltetrazdio).

Come si evince in Tabella 3, solo i comp@sti sono risultati attivi su cellule di melanoma
umano M14 (linea cellulare che presenta una mutazione nella proteina p53) con un valore di
ICs0 basso micromolare, mentre non e stata ripodhtanaattivita sulle altre linee cellulari
tumorali, evidenziando cosi la presenza di un meccanismo di azione selettivo, basato
sul | 60i nt e rpathwaynolecolazecalterato m questa linea tumorale, e non legato ad
una generica citotossicita. Cio é stato lenconfermato dalla assenza di citotossicita nei

confronti delle linee cellulari murine non tumorali (Raw).

Tabella 3. Attivita antiproliferativa dei compos®g-i: valori di 1Gso calcolati per le linee
tumorali (MCF7, Huh7, M14, Jurkat) e normali (Rawopd 48oredi trattamento

ICs0 (MM)

Cmp M14* MCF? Huh? Jurkaf Raw’

8g 5.0+0.1 nd na na na
8h 7501 na na na na

8i 25%+0.1 na na na na

3Linea cellulare di melanoma umarfi.inea cellulare umana di tumore alla mammeflanea cellulare di
epatocarcinoma umantiinea celllare di linfociti T immortalizzati®Linea cellulare di macrofagi muridiNon

attiva (IGy> 10n).
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Sull a base di guesti risultati, per invest|
dei composti attivi, sono stati eseguiti altri saggirfacologici per valutare la loro capacita di
arrestare il ciclo cellulare.

In questi saggi, i composti attivi hanno determinato, dopo 24 ore, il blocco delle cellule in
fase S del ciclacellulare con un conseguente rallentamento delle cellule in fase G0/G1
G2/M corrispondente ad una netta diminuzione di tali fasi a vantaggio della,fasene

dopo 48 ore e stato evidenziato un aumento delle cellule in apoptosi. Dai risultati ottenuti i
composti8g-i hanng dunque mostrat o wunodattitwa sulle caluletdi t umo
mel anoma umano M14 attraverso | 6arresto d

meccanismi di apoptosi (Figura 20).

A
120 oGl1 120 oaG1
24 hrs 48 hrs
100 BG2 100 862
ms LN
80 80
ER) % 60
S ®
40 40
20 20
0 0
ctrl DMSO 8g 8h 8i ctrl DMSO 8¢ 8h 8i
B
10 24 hr
14
048 hr
g 12
£
]
R
3
Z 6
S
4
2
0 =
crl  DMSO  8g 8h 8i
Figura 20. Profilo del ciclocellulare(A) e del | 6apopt osi (B) sulle cellul

dei derivati8g-i dopo 24 e 48 ore di trattamento.
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Léoarresto in fase S  stato confermato anct
osservata una differenza nella grandezza dei nuclei delle cellule trat@ib@bilmente a
causadim aumento del contenuto di DNA e doéi nca
*kk
20000 =

*kk

15000

10000 =

Nuclear area
(pixels)

5000+

etrl 8g 8h 8i

Figura 21. Aree nucleari delle cellule di melanoma umano M14 trattate per 24 ore con i degwvatiisurate
utilizzando il softwardmageJdopo colorazione con il reagte DAPI. | risultati sono espressi come media +

SEM (Standar error of the medndi almeno venti misure indipendenti; *** indicano P<0.001 rispetto al
controll o. La significativit”™ statistica Tatomdatat a mi
per confrontare le differenze tra i gruppi. Tutte i valori misurati sono in accordo con il test statistico (P<0.05).

Per comprendere maggiormente il ruolo dei derivati pirrddigii s ul | 6arr est o
cellulare, é stato valutato il lordf et t o anche sull 6espression
tumorale associato alla fase /G§ , nota promuovere | 0ingres

attraverso il saggio d&Vestern Blotting (Figura 22).

24 hr 48 hr

ctrl 8 &8h & M ctrl 8g 8h 8i
. - - yelin
| we-wm*-w

M e S S e | tubulin

Figura 22. Western Blottingl e | | 6 e s p r eidira A dopoe24 @& dreti &rattamenta concentrazione di
ICso con i derivati 8g-i. La presenza di elevati livelli dci cl i na A i mportante p
mant eni mento dell darresto del <ciclo cellulare.

Comeriportato in Figura 22, i compostttivi 8g-i hanno determinato nella linea cellulare

M14 un aumento dell despressione della cicld@
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ore cio si e verificato solo per i compo8¢ e 8i ma non peBh, suggerendo la presenza di un
meccanismo di azie differente che necessita di maggiore investigazione.

Su queste basi, dal momento cheomposti 8g-i riducono la sopravvivenza cellulare,

i nducono | darresto del ciclo e determinano
i ndagat a pressionehdella lproteina p53 con saggiWkstern blottingsulle linee
cellulari M14 e Huh?7 trattate conrBM di 8g-i dopo 24 e 48 ore di trattamentoLe cellule

Huh7 sono state utilizzate come controlal momento che ess@ur contenendo una

mutazione missenso nel gene pd@n sono sensibili ai composiyi (Figura 23).

24 hr 48 hr
crl 82 8h 8 ctrl 8g 8h 8i

— e |ps3
A
tubulin
— — S —— 053
B .
tubulin

Figura 23. Espressione della pteina p53 nella linea cellulare M14 (A) ed Huh7 (B) dopo 248ere di
trattamento con i derivaBig-i.

Tali saggi hanno evidenziato che mentre nelle cellule Huh7 trattate con i coBgpbpb3 &
espressa e si mantiene constante nei due tempi, om® 24 e 48 ore, nelle cellule M14
trattatela proteinaé espressa in maniera differenziale. In particolare, si osserva un aumento
del | 6espressione del |l a pr oored matamento 3nentrecd | e
chiara la scomparsa dopo 48 oreyeata rispetto al controllo (Figura 23). La variazione dei
livelli di p53, nelle cellule sensibili alle nostre sostanze, ha suggerito che, sebbene mutata,
potrebbe avere un ruolo nella regolazione della proliferazione cellylarangli, il pathway
dellap53 potrebbe essere un possibile bersaglio cellulare su cui agiscono le molecole oggetto
di studio.

Per confermare tale ipotesi, sono stati eseguiti sagdVeditern blottinganche sui lisati
nucleari per vedere se il trattamento con i der®gii modificava la traslocazione nucleare di

p53 (Figura 24).
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Figura 24. Espressione nucleare della proteina p53 nelle cellule M14 dopo 2dre di8rattamento.

Dai risultati € emerso come p53 sia presente nel nucleo delle cellule trattate per 24 ore con i
composti8g-i, ma scompare dopd8 ore di incubazione, in accordo con i risultati relativi
all 6espressione di pb53.

Léattenzione =~ stata focalizzata principal
ruolo critico come fattore trascrizionale € bemcuimentato, oltre ad essere una molecola
chiave nella regolazione della risposta ai
rilevanza biologica duno specificostatusdi p53 (vt 0 mutato) é stato valutato attentamente
nelle diverse linee dlelari. Nel caso specifico & stata riportata una sola mutazione di p53
nella linea cellulare M14 (G266E) e Huh7 (Y220€er di piu, sulla base di dati NMR, un
recente studio su un set di derivati spiro (oxine®lp-fadolidino), testati sulla linea
cellulare M14 ha messo in evidenza come tali composti siano dei potenti inibitori
del | 6i nt eMDM2.3° mfine numé&dse evidenzgupportano il ruolo chiave della
proteina p53 e del suo regolatore negativo MDM2/MDM4 nella melanogenesi.

2.3b Stud NMR sui nuovi derivati 8gi

Sulla base dei risultati ottenuti dai dati biologici e delle conoscenze riportate in letteratura in
meritoal | 61 ni bi zi on eMD¥2 da parte anpnlset si sarivatp piBd in cellule

di melanoma M14° & stata valuta la capacita, da parte del derivato atipdi bloccare

Il 6i nt er abMd anehe gttavirso la tecnica della Risonanza Magnetica Nucleare
(NMR).

Holak et al. hanno descritto un esperimerttdl-HSQC bidimensionale utilizzato in
spettroscopia NMR gr determinare gli effetti degli antagonisti su specifiche interazioni
proteinaproteina®**° Il metodo, chiamato AIDA Antagonism induced dissociation asgay
permette di stabilire se un antagondta undi nt erparzd toeien g r ot ied lmhaa s
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da dissociare il complesso e se, il suo meccanismo di azione ha come conseguenza la
denaturazione, la precipitazione o il rilascio della proteina in una conformazione foldata.
Questo metodo richiede una proteina abbastanza grande (piu di 30 kDa), ehsusiavolta,

in grado di legare proteine piu piccole (meno di 20 kDa). Grazie alla natura altamente
flessibile del dominio Nerminale della proteina p53, il complesso PBBM2 € risultato
essere adatto per tale tipologia di studio. In particolare, quéngbroteina p53 € in una
conformazione libera, i grup|dYHCJ delle catene laterali degminoacidi Trp23 e Trp53
determinano nello spettro protonico 1D NMR dei segnali netti. Quando si forma il complesso
con la proteina MDMZ2, il segnale del Trp23 sconepiarquanto tale aa, insieme con i residui
aal726 dell a pb53, S i trova all dinterno del
legame, questi residui sono ancora coinvol#l complesso p5BIDM2, a differenza del
Trp53 della p53 che non partecipa aswestipo di legame con la proteina MDM2, e ci0 si

evince dallo spettro NMR in quanto si osserva solo il suo segra(Eigura 25, a).

W23es Wil
c)
- /\/\\ o
b} W53
. __f-_/ \__ o
W53
nj //\
i ————— -
SR | I | B | I T s 1
.2 Iy T 09 o8 -

Figura 13. Spettro protonico monodimensionale delle catene laterali dei triptofani (W) nel complesso p53
MDM2 (@), bpo | 6aggi un8i(@edaidnutin@@p ost o

In merito a cio, al fine di valutare la capacita del derivato a8iu inibire la formazione del
complesso p5831DM2, nella soluzione contenente tale complesso (0.1 mM) é stato aggiunto
il composto8i ma lo spettro completo 1D 1H NMR rilevato non & cambiato se comparato con
guell o acqui sit o 8brini guanto8dée précipitatg dapa esseee stato
introdotto in soluzioneln particolare, non s osservato alcun picco per il B®(Figura 25,

b), e cio indica che il complesso pSMM2 & ancora presente in soluziofestato aggiunto,
come controllo positivo, il composto Nutlk@a(Figura 25, c) ed € emersovece, che esso ha
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determinatoun completo rilascio della proteina p53® A causa della precipitazione
osservata per il derivat8i, & stata misurata la sua solubilita nella stessa soluhofier

utilizzata per gli esperimenti NME E emerso che la solubilita del compo8i@ O3 . 1 & g/ mL
(06.8 egM) e, purtroppo, -MDNM2a(Kptaad . &/f, ifsidme con™ d e |
| 6alta concentrazione dell e due ,peroditelane r
rilevazione solo di inibitori molto solubili, e cid non e il cas dompostdi. Per cui, a causa

del l e condi zioni sper i me det saggioNMR eilcdervagoaBr i e p
potrebbe non essere abile a spiazaproteingd53 anche se esso presenta affinita di legame

elevata per la proteina MDM2.

2.3c Studi computazionali sui nuovi derivati 8g

Sulabase del |l 6i pot esi di progettazione e del
di molecole é stato sottoposto a dettagliati studi computazionali (per i dettagli vedere parte
sperimentale)l fine di: i) razionalizzare le relazioni struttemttivita (SARS) ottenute, ii)
investigare il meccanismo di azione a livello molecolare e iii) guidare ulteriori modifiche
struttural. che portino all éottimizzazione
Gli studi computazionali sono proceduti nel seguente modo. Prima di tutto & stata eseguita
una dettagliata analisi delle proprieta conformazionali ed elettroniche del nuovo set di
molecole riportate in Tabella 2 e i risultatitenuti sono serviti per zeonalizzare le SARs.
Successivamente, al fine di valutare la peptidomimeticita dei nuovi composti € stata effettuata
una comparazione strutturale dei conformeri ottenuti con motivi Lxxd coinvolti nelle
interazioni proteingroteina, come quelli preati i) nella proteina p53 in complesso con
HDM2 e ii) nel coattivatore 5 del recettore nucleare (NCOAS) in complesso con il recettore
beta degli estrogeni. Infine, per validare i risultati ottenuti € stato generato un farmacoforo
tridimensionale che comatisse di comparare la struttura dei nostri composti attivi con quella

di altre molecole aventi simile attivita biologica.
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2.3.1 Analisi delle proprieta conformazionali ed elettroniche del nuovo set di
molecole e relativi studbARS

L 6 a n a Ifornsmzionateadh elettronica del nuovo set di molecole € stata eseguita utilizzando
un protocollo di calcoli di dinamica e meccanicaolecolare seguito da una piena
ottimizzazione geometrica attraverso calcoli qguantomeccanici (PM6) (vedi parte sperimentale
paragrafo 3.5a).

Il nizial ment e, i confor meri ottenutdienada 6i nt
(DEcuO 5) sono stati classificat.i in cinque d
TCT, TTC e CCT sulla baseella conformazionesin-periplanare e anti-periplanare degli

angoli torsionalit1, t2 e t3. Inoltre, ciascuna famiglia conformazionale € stata ulteriormente
suddivisa in sottofamiglie sulla base degli angoli torsiohdlie t5. Infine, per ciascuna
sottofamiglia sono staticalo | at i i val ori di E dal mi ni mo

con la quale essa e presente nello spazio conformazionale campionato (Fabglle 4
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Tabella 4. Valori di DEgy (kcal/mol), angoli torsionali e percentuali di presengdo spazio
conformazionale campionato per ogni sottofamiglia conformazionake donsiderando i
conformeri PM6 entro le 5 kcal/mol dal minimo globale.

- Sotto pEm? Angoli torsionali® Percentuale
Famigla ¢ miglia  (kcalimol) ©) (%)
t1° 20 t3* 4 5

TCC I 0.050.12 ~180 ~0.00 ~0.00 ~90 ~-100 30.0
Il 0.000.81 ~180 -~0.00 ~0.00 ~90 ~90 13.0

CCC I 1.682.05 ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~85 ~100 9.00
Il 2.182.38 ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~85 ~-95 8.00
1 2.92 ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~80 ~60 1.00
1Y 2.39 ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~105 ~-70 1.00

TCT I 2.262.38 ~180 ~0.00 ~180 ~90 ~-90 14.5
Il 2.163.17 ~180 ~0.00 ~180 ~105 ~90 12.5

TTC | - - - - - - -
Il 3.54 ~180 ~180 ~0.00 ~90 ~90 1.00

CCT I 3.904.34 ~0.00 ~0.00 ~180 ~85 ~100 3.00
Il 4.094.97 ~0.00 ~0.00 ~180 ~105 ~-80 7.00

3 valori riportati si riferiscono ai conformeri a pit alta e pitl bassa energia della sottofafhighantiomeri
conformazionali aventi, in valore assoluto, lo stesso valore degli angoli torsiooalt4ce t5 di segnho
appostdt 1: angolo torsionale calcolato considerando gli atomi del legame amnfidicatomi a, b, c, dt3:
atomi e, f, g, h't4: c, d, i, and j atom&t5: atomi b, k, I, m.
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Tabella 5. Valori di DEgy (kcal/mol),angoli torsionali e percentuali di presenza nello spazio
conformazionale campionato per ogni sottofamiglia conformazionalyg d@ionsiderando i
conformeri PM6 entro le 5 kcal/mol dal minimo globale.

. Sotto P v Angoli torsionali® Percentuale
Famigha ., miglia  (kcal/mol) ©) (%)
t1° 2 13 t4 5
TCC | ~180 ~0.00 ~0.00 ~90 ~-100 20.0
I ~180 ~0.00 ~0.00 ~90  ~90 12.0
CcC | ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~85 ~100 8.00
I ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~85 ~-95 5.00
1l ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~80 ~60 2.00
\Y ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~105 ~-70 1.00
TCT | ~180 ~0.00 ~180 ~90 ~-90 20.0
I ~180 ~0.00 ~180 ~105 ~90 9.00
TTC | ~180 ~180 ~0.00 ~85 ~-100 12.0
I ~180 ~180 ~0.00 ~90  ~90 1.00
CCT | ~0.00 ~0.00 ~180 ~85 ~100 6.00
I ~0.00 ~0.00 ~180 ~105 ~-80 4.00

3 valori riportati si riferiscono ai conformeri a pit alta e pitl bassa energia della sottofafhighantiomeri
conformazionali aventi, in valore assoluto, lo stesso valore degli angoli torsionalit4cent5 di segno
appostdt 1: angolo torsionale calcolato considerando gli atomi del legame amnfidicatomi a, b, c, dt3:
atomi e, f, g, h't4: ¢, d, i, and j atom&t5: atomi b, k, I, m.
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Tabella 6. Valori di DEgy (kcal/mol), angoli torsionali e percentuali di presenza nello spazio
conformazionale campionato per ogni sottofamiglia conformaziona&h dionsiderando i
conformeri PM6 entro le 5 kcal/mol dal minimo globale.

. Sotto P v Angoli torsionali® Percentuale
Famigha 2 migla  (kcalimol) ©) (%)
t1° 2 13 t4 5
TCC | ~180 ~0.00 ~0.00 ~90 ~-100 19.0
I ~180 ~0.00 ~0.00 ~90  ~90 15.0
CcC | ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~85 ~100 8.00
I ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~85 ~-95 7.00
1l ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~80 ~60 1.00
\Y ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~105 ~-70 5.00
TCT | ~180 ~0.00 ~180 ~90 ~-90 12.0
I ~180 ~0.00 ~180 ~105 ~90 12.0
TTC | ~180 ~180 ~0.00 ~85 ~-100 13.0
I ~180 ~180 ~0.00 ~90  ~90 2.50
CCT | ~0.00 ~0.00 ~180 ~85 ~100 3.00
I ~0.00 ~0.00 ~180 ~105 ~-80 2.50

3 valori riportati si riferiscono ai conformeri a pit alta e pitl bassa energia della sottofafhighantiomeri
conformazionali aventi, in valore assoluto, lo stesso valore degli angoli torsionalit4cent5 di segno
appostdt 1: angolo torsionale calcolato considerando gli atomi del legame amnfidicatomi a, b, c, dt3:
atomi e, f, g, h't4: ¢, d, i, and j atom&t5: atomi b, k, I, m.
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Tabella 7. Valori di DEgy (kcal/mol), amgoli torsionali e percentuali di presenza nello spazio
conformazionale campionato per ogni sottofamiglia conformazionak donsiderando i
conformeri PM6 entro le 5 kcal/mol dal minimo globale.

b NL5/®\
HC
@
HaC

- Sotto P Angoli torsionali® Percentuale
Famigha ¢, miglia ~ (kcal/mol) ©) (%)
t1° 2 13 t4 5
TCC I ~180 ~0.00 ~0.00 ~90 ~-100 20.0
Il ~180 ~0.00 ~0.00 ~90 ~90 15.0
CCC I ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~85 ~100 10.0
Il ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~85 ~95 6.00
1 ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~80 ~60 1.00
1Y ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~105 ~-70 2.00
TCT I ~180 ~0.00 ~180 ~90 ~-90 12.5
Il ~180 ~0.00 ~180 ~105 ~90 12.5
TTC I ~180 ~180 ~0.00 ~85 ~-100 14.0
Il ~180 ~180 ~0.00 ~90 ~90 1.00
CCT I ~0.00 ~0.00 ~180 ~85 ~100 5.00
Il ~0.00 ~0.00 ~180 ~105 ~-80 1.00

3 valori riportati si riferiscono ai conformeri a pit alta e pitl bassa energia della sottofafhighantiomeri
conformazionali aventi, in valore assoluto, lo stesso valore degli angoli torsionalit4cent5 di segno
appostdt 1: angolo torsionale calcolato considerando gli atomi del legame amnfidicatomi a, b, c, dt3:
atomi e, f, g, h't4: ¢, d, i, and j atom&t5: atomi b, k, I, m.
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Tabella 8 Valori di DEgy (kcal/mol), angoli torsionali e percentuali di presenza nello spazio
conformazionale campionato per ogni sottofamiglia conformazionakj donsiderando i
conformeri PM6 entro le 5 kcal/mol dal minimo globale.

N Sotto P M Angoli torsionali® Percentuale
Famiglia ¢ iglia  (kcal/mol) ©) (%)
t1° 24 3 t4" 50
TCC | 0.001.14 ~180 ~0.00 ~0.00 ~90 ~-100 26.0
I 0.941.32 ~180 ~0.00 ~0.00 ~90 ~90 16.0
CccC | 2.043.11 ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~85 ~100 11.0
[ 3.053.33 ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~85 ~95 3.50
I 2.833.72 ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~80 ~60 4.00
\Y 3.3%3.39 ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~105 ~70 3.50
TCT | 225354 ~180 ~0.00 ~180 ~90 ~90 15.0
I 3.143.51 ~180 ~0.00 ~180 ~105 ~90 20.0
TTC | - - - - - - -
I - - - - - - -
CCT | 449457 ~0.00 ~0.00 ~180 ~85 ~100 1.00

3 valori riportati si riferiscono ai conformeri a pit alta e pitl bassa energia della sottofafhighantiomeri
conformazionali aventi, in valore assoluto, lo stesso valore degli angoli torsiooalit4ce t5 di segno
appostdt 1: angolo torsionale calcolato considerando gli atomi del legame amnfidicatomi a, b, c, dt3:
atomi e, f, g, h't4: ¢, d, i, and j atom&t5: atomi b, k, I, m.
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Tabella 9. Valori di DEgy (kcal/md), angoli torsionali e percentuali di presenza nello spazio
conformazionale campionato per ogni sottofamiglia conformaziona&k dionsiderando i
conformeri PM6 entro le 5 kcal/mol dal minimo globale.

- Sotto pEBm? Angoli torsionali® Percentuale
Famiglia - miglia  (kcal/mol) ©) (%)
t1° 127 t3¥ 14 15

TCC I 0.000.71 ~180 ~0.00 ~0.00 ~90 ~-100 13.0
Il 0.340.78 ~180 ~0.00 ~0.00 ~90 ~90 26.0

CCC I 0.602.61 ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~85 ~100 5.00
I 2.392.54 ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~85 ~95 1.50
1] 1.092.63 ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~80 ~60 3.00
\Y 2.793.43 ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~105 ~-70 1.00

TCT I 115291 ~180 ~0.00 ~180 ~90 ~90 13.5
I 2.51-3.04 ~180 ~0.00 ~180 ~105 ~90 20.0

TTC I 3.41-3.77 ~180 ~180 ~0.00 ~85 ~-100 11.0
[l - - - - - - -

CCT I 2.804.32 ~0.00 ~0.00 ~180 ~85 ~100 3.00
Il 458499 ~0.00 ~0.00 ~180 ~105 ~-80 3.00

3 valori riportati si riferiscono ai conformeri a pit alta e pit bassa energia della sottofafhighantiomeri
conformazionali aventi, in valer assoluto, lo stesso valore degli angoli torsionali, tére t5 di segno
appostdt 1: angolo torsionale calcolato considerando gli atomi del legame amnfidicatomi a, b, c, dt3:
atomi e, f, g, h't4: ¢, d, i, and j atom&t5: atomi b, k, I, m.
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Tabella 10 Valori di DEgy (kcal/mol), angoli torsionali e percentuali di presenza nello spazio
conformazionale campionato per ogni sottofamiglia conformazionall donsiderando i
conformeri PM6 entro le 5 kcal/mol dal minimo gédé.

- Sotto pEm? Angoli torsionali® Percentuale
Famigla ¢ miglia  (kcal/mol) ©) (%)
t1°  t2  t3*  t4 5
TCC I 0.000.74 ~180 ~0.00 ~0.00 ~90 ~-100 17.0
Il 0.441.41 ~180 ~0.00 ~0.00 ~90 ~90 20.0
CCC I 255288 ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~85 ~100 9.00
Il 2.51:3.35 ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~85 ~95 4.00
1] 2.89 ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~80 ~60 1.00
\Y 3.334.38 ~0.00 ~0.00 ~0.00 ~105 ~-70 3.00
TCT I 1.994.05 ~180 ~0.00 ~180 ~90 ~-90 11.0
Il 2.67-3.28 ~180 ~0.00 ~180 ~105 ~90 18.0
TTC I 242429 ~180 ~180 ~0.00 ~85 ~-100 11.0
Il 3.61 ~180 ~180 ~0.00 ~90 ~90 1.00
CCT I 3.91-4.67 ~0.00 ~0.00 ~180 ~85 ~100 2.50
Il 3.763.77 ~0.00 ~0.00 ~180 ~105 ~-80 2.50

3 valori riportati si riferiscono ai conformeri a pit alta e jiassa energia della sottofamigfaEnantiomeri
conformazionali aventi, in valore assoluto, lo stesso valore degli angoli torsionalt4cent5 di segnho
appostdt 1: angolo torsionale calcolato considerando gli atomi del legame amnfidicatomi ab, c, d.%3:
atomi e, f, g, h't4: c, d, i, and j atom&t5: atomi b, k, I, m.

Dal momentoc he | a presenza dei tre sostituenti
necessaria ©per l 6attivit?’ bi ol oigdomeagrugpil a b e |
farmacoforici e, per le tre molecole attjano state calcolate le relative distanze in tutti i
conformeri a piu bassa energia (TabellelB). Da questa analisi € emerso che ciascuna
sottofamiglia conformazionale € caratterizzata da pundset di distanze farmacoforiche, in

accordo con i valori degli angoli torsiongdt et5. (Tabelle 410; Figura 26).
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Tabella 11. Distanze intramolecolari(A), delle sottofamiglie conformazionali d8g
considerando i conformeri PM6 entro le 5 kcal/mol dal minimo globale.

o)
H\/®\
@)Hﬁw“ |
Hec” N O

Sotto

Famiglia .. Distanza (A)
amiglia
dL(XY)  d2(X2) d3(Y-2)
TCC I 6.0 8.9 9.4
[l 8.7 9.0 8.0
CCC I 5.8 9.0 8.5
Il 8.5 8.8 4.5
11l 4.8 8.6 5.8
v 7.3 8.7 8.5
TCT I 6.1 8.1 11.3
Il 8.8 7.0 11.1
TTC I 4.8 9.2 10.6
Il 6.4 9.2 8.9
CCT I 5.8 8.3 10.7
Il 7.3 7.0 9.1

Tabella 12. Distanze intramolecolari(d), delle sottofamiglie conformazionali d8h
considerando i conformeri PM6 entro le 5 kcal/mol dal minimo globale.

o)
PN
| A\ N cl

H.c~ N O

Sotto

Familglia ¢~ . Distanza (A)
amiglia
dl (XY)  d2 (Xx2Z) _ d3(Y-2)
TCC | 6.1 9.0 9.2
1 8.8 9.0 8.0
CCC | 54 9.0 8.6
1l 8.4 8.9 4.6
11| 4.8 8.6 5.6
v 7.9 8.7 8.4
TCT | 6.1 8.1 11.2
1l 8.8 7.0 11.1
TTC | 4.6 9.2 10.6
Il 6.4 9.2 8.9
CCT | 5.7 8.3 10.6
1l 7.9 6.9 9.4
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Tabella 13. Distanze intrenolecolari (A) delle sottofamiglie conformazionali dBi
considerando i conformeri PM6 entro le 5 kcal/mol dal minimo globale.

o
PN
B cl
H,c™ N O
HaC i

Famiglia fa?r?iglci)a Distanza(A)
dL (<Y)  d2 (X2)  d3 (Y-2)
TCC | 57 9.0 9.1
I 8.8 9.0 8.0
CCC | 5.6 9.0 8.6
I 8.4 8.9 4.6
11 4.8 8.5 5.6
v 7.9 8.7 8.4
TCT | 6.1 8.1 11.2
I 8.8 7.0 11.1
TTC | 4.6 9.2 10.7
I 6.3 9.2 8.9
CCT I 5.7 8.3 10.6
I 7.9 6.9 9.4

TCC

W [/ v
Y 2
D=fl” Wil
Ve by )

TTC CCT

Figura 26. Modelli molecolari delle famiglie conformaziah 8i classificati come in Tabella 7. Il conformero a
pitl bassa energia di ciascuna famiglia € visualizzastighsmentre i conformeri appartenenti alle altre famiglie

conformazional. sono stati s o Vv r ap pticante lineea @lil eferoadomio mi d
sono colorati per tipo atomico: O in rosso, N in blu, S in giallo e Cl in verde chiaro. Gli idrogeni sono omessi per
maggi ore chiarezza con | 6eccezione di quell:i |l egati

-55-



Inoltre, i composti attivi hanno mato un simié comportamento conformazionatgjindi,

dal momento che le distanze intramolecolari sono univocamente associate con una
sottofamigliaconformazionale, essi hanno anche mostrato la stessa orientazione degli anelli
aromatici X, Y e Z (Tabell&1-13).

Di conseguenza, la differenfpotenzé mostrata dai compos8ig-i (in un range di attivita

nel | 68>Bgddh,mMabella 3) e causata da specifiche interazioni molecolari bersagli

mol ecol ar i deter mi nat e slo)Xa(Rd8Js8ge &sTabeltak)e nt e
che dal sost it uent3e8ie8mvs8geraballa A).eAl conferana @i tid, le Y ¢
SAR hanno indicato come requisiti fondamentali la sostituzione degli anelli aromatici X ed Y.
Infatti, la presenzadiunsos t uent e al 0geno j3)iensultate cruzialeaperl 6 a n
| 6atti vi Bevs8geahl Tabglla 83ae |4 sua sostituzione con un gruppo nitro ha
portato ad un composto inattiv@l) . Déaltra parte, l a sostit
determinato sia un miglioramento che una perdita di attivita biolpgjisandente dalla natura

del sostituente sugX8i, 8j e 8k vs 8h, Tabella 23). Per investigare ulteriormenie SAR, le
caratteristicheonformazionali degli analoghi attiig-i sonostate comparate con quelle degli
analoghi inattivi8e (Tabella 4) €8j-I (Tabella 810). Pertutti i ligandi € emerso che le tre
famiglie conformazionali piu popolate sono risultate essere TCC, CCC e TCT con il seguente
ordine: TCC>TCT>CCC. Differenze sidgicative nel comportamento conformazionale dei
composti attivj rispetto a quelli inattivipossono essere trovate solo nella percentuale dei
confor meri TTC, sebbene non in tut t8ehai Ca-c
mostrato una diminuane dei conformeri TTC (1%) ed un aumento dei conformeri TCC
(43%) rispetto ai composti attiéig-i, mentre la sostituzione di un atomo di cloro su®)

con un gruppo nitro8{) non ha alterato la preferenza conformazionale delle strutture risultanti
(Tabella 7 vs Tabella 10). Di cons e @usanz a,
causata da unodi nt er azhesagle preteicmausata dallasgfaadezaar e v
del gruppo nitro r i s&.dnchedl cempo® @lg the pnesentd un c | o
sostituente trifluoro metile in posizione Rvece del gruppo metile nel compos&io Tabella

2) , ha mostrato un comport ame8n tam uncpmcoofoo r ma
aumento della famiglia conformazionale TCC e una leggeminuzione della famiglia CCC
(Tabella 7 vs Tabella 9). Per cui, dal momento che il trifluorometike8kled il gruppo

met i | & hamne paratetri sterici simili, allora la forte elettronegativita del sostituente
trifluoro metileeresponsabiledel a per di t 8k.Dicoaseguenzadel 60
compostaBj dipende dalla presenza di un gruppo eletaiont r at t or e(Taballd2),6 an e

tuttavia, nel caso specifico, si € osservato anche un aumento della famiglia conformazionale
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TCT@5% Tabella 8) e | 6assenza di c B8Bme&ny mer i
caratterizzat.i dall a presenza di sostituent
2), hanno mostrato differenti caratteristiche elettroniche, beecconformazionali rispetto ai

composti attiviBg-i.

2.3.2 Comparazione strutturale con i motivi LxxLIlike

Al fine di yeptidamineetica deil nésti mnaloghitattivi-Bge stata effettuata
undanal i si strutt uved Ipate seridentalep pamgraiof o5b)ndalle i ¢ &
strutture a raggi X di motivi LxxLktike coinvolti nelle interazioni proteinproteina e
presenti: i) nella proteina p53 in complesso con HDM2 (PDB ID: 1YCR) e ii) nel coattivatore

5 del recettore nucleare QDA5) in complesso con il recettore beta degli estrogeni (PDB ID:
2J7X). Sono stati cosi identificati i residui responsabili delle interazioni prepeat@ina nei

motivi menzionati ein seguito sono state calcate le distanze tra i centroidelle caéne

laterali degli amminoacidi interagenti (Tabella 14).

Tabella 14.distanze tra i centroidielle catene laterali degli amminoacidi interagengisenti
nei motivi LxxLL-like.

Motivi PDB ID Distanze(A)
Li+3  Qi+4  i,i+7 i+3,i+4 i+3,i+7 i+4,i+7
S8 xxLL *4%2 2J7X 7.9 5.0 - 8.6

BExxLWxxL®®® 1YCR 7.8 53 82 10.2 9.7 4.3

2coattivatore 5 del recettore nucledp53.

Le distanzentramolecolari riportate in Tabella 14 sono state incrociate con quelle di ciascuna
sottofamiglia confrmazionale delle molecole attiv&gi (Tabelle 1113) e sulla base di
specifici criteri di similaritasono stati sovrapposti i centroidi degli anelli aromatici X, Y e Z

dei conformeri PM6 a piu bassa energia sui centroidi delle catene laterali deii resid
corrispondenti nei motivi*®LxxLL 3*° e/o “*FxxLWxxL?® presenti in NCOA5 e p53. Questa
analisi ha evidenziato che alcune sottofamiglie conformazionali dei de8gatisono in
grado di ri produr r ei iH3,4d+d dei motivi bxzLL-lkenedmedgeelli r e s
presenti in p53 (es. CCCIIL TCT I, TTC I, CCT ) e InNCOA5 (TCC I, CCCHIl) (Figura

27 e 28).
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Figura 27. Sovrapposizione dei conformeri a piu bassa energia del conigstrboni in verde) di TCC(A),

CCC | (B), CCC Il €), TCTI (D), TTC I (E), and CCT | (F) suiesiduii, i+3, i+4 sia del motiva®**LxxLL 3*°

(A, B, C) presente nella struttura 2J7X (carboni in rosa) che del mSExaLWxxL?® (D, E, F) nella struttura
1YCR (carboni in rosa); € indicata la posizione degliL@ascheletro peptidicd e | motivo e gli
sono visualizzati in sticks. Gli eteroatomi sono colorati per tipo atomico: O in rosso, N in blu, e Cl in verde
chiaro. Gli idrogeni sono omessi per maggiore chiarezza

Figura 28. Sovrapposizioadei conformeri a pit bassa energia del comp8stoarboni in verde) di ACCC |

and B) CCC Il sul motivd®FxxLWxxL?® presente nella struttura 1YCR (carboni in rosa); & indicata la posizione
degli aa.Lo scheletro peptidicdel motivo e gli aal 6 i zidbne somo visualizzati in sticks. Gli eteroatomi sono
colorati per tipo atomico: O in rosso, N in blu, e Cl in verde chiaro. Gli idrogeni sono omessi per maggiore

chiarezza.
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Dall 6altro | at o, |l e sottofamiglielle@Cihflor ma:
sonorisultate essere abili a riprodurre i resigui#3, i+7 del motivo™FxxLWxxL?® presente
in p53 (Figura 29 AE).

Figura 29. Sovrapposizione dei conformeri a piu bassa energia del com@iogtarboni in verde) dTCC I

(A), CCC IV (B), TCT Il (C), TTC Il (D), and CCT II(E) suiresiduii, i+3, i+7 del motivo *FxxLWxxL?®

presente nella struttura 1YCR (carboni in rosa); & indicata la posizione degl aaheletro peptidicalel
motivo e gli aa doi ntseicksaGh eteroatemi soaoncolorati ipes tipa htonica: &Otin i n
rosso, N in blu, e Clin verde chiaro. Gli idrogeni sono omessi per maggiore chiarezza.

Inoltre, per mezzo della rotazione degli anelli X ed Y, i.e. attraverso la variaziodeedb
(Tabelle 57), i composti8g-i sono anche in grado di mimare sia i residu#3, i+4 che i
residuii, i+3, i+7 dei motivi LxxLL-like.

Tuttavia, solo i conformeri della sottofamiglia conformazionale CCC IIl sono in grado di
riprodurre | 6or i e¢ersliidrafabiohe dei rdseldi I+4 i+t @asenthrel | a
motivo *FxxLWxxL?® in p53 (Figura 29 F), che rappresentamesidui di interazione chiave

nel suo legame con la proteina MDM2.
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E interessante sottolineare che, oltre alla sovrapposizione deii gdupfobici, i nostri
analoghi attivi sono in grado di riprodurre anche la forma e la posizione degli eteroatomi
(inclusa la direzione dilcune funzioni carboniliche) dei residui di interazione dei motivi.

Dal |l 6analisi ,acaisa de pseudosimnetriacdel enotiddxeLWxxL®,

alcuni enantiomeri conformazionali dei deriv8tyi sono in grado di riprodurre il motivo
funzionale sopra citato attraverso una sovrapposizione speculare dei residui di interazione
(Figura 30).

Figura 30. Enartiomeri conformazionali del compos®@i (sottofamiglia conformazionale TTC |, carboni in

giallo e verde) sovrapposti al motivtFxxLWxxL*®presente nellastrt t ur a 1 YCR ( c iadicht® n i i n
la posizionedegli aa.Gli eteroatomi sono colorati p&po atomico: O in rosso, N in blu e Cl in verde chiaro. Gli
idrogeni sono omessi per maggiore chiarezza.

Questa analisi ha evidenziato la capacita di tali composti di mimare, attraverso la peculiare
orientazione tridimensionale dei sostituenti idrolobi sul | 6anel |l o pirrol

funzionali proteici presenti, per esempio, nei regolatori trascrizionali come p53.
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2.3.3 Generazione di un farmacoforo tridimensionale e ricercabignche dati
molecolari

Per investigare ulteriormente il mreani smo mol ecol are dbazi on:e
individuare altri composti che presentino caratteristiche strutturali comuni ai nostri, sono stati
costruiti dei modelli farmacoforici con ilsoftware Catalyst per ogni sottofamiglia
conformazionale dei coposti attivi 8g-i (Tabella 15) ed e stata effettuata una ric&iain

diverse banche datmnolecolari (vedi parte sperimentale, paragra®bc). Oltre alle tre

porzioni aromatiche st ato inserito come wulteriore pl
sulbanel | o nt, dalle SARg & amerso chHe sua presenza e risultata essere
fondamentale per | 6attivit”™ biologica dei n

Tabella 15.Distanze relative alle sottofamiglie conformazionali dei com&ustiutilizzate
per la generaziongei modelli farmacoforici

Famiglia Sottofamiglia Distanze farmacoforiche(A)®
dl (X-Y) d2(X-Z) d3(Y-2)

TCC I 5.96 8.97 9.23
Il 8.77 8.97 7.98
CCC I 5.58 8.99 8.56

Il 8.44 8.84 4.56
[ 4.78 8.57 5.66

v 7.69 8.69 8.44
TCT I 6.12 8.14 11.25
Il 8.81 7.00 11.15
TTC I 4.71 9.16 10.63
Il 6.38 9.21 8.87
CCT I 5.74 8.32 10.65

Il 7.71 6.91 9.31

La ricerca3D nelle diverse banche dati molecolaai prodotto 1528 sultati (hits) i quali, una
volta analizzatisono stati filtratisulla base della compatibilita tra il loro profilo di attivita
biologico e quello dei nostri analoghi attivi (Enhanced NCI Database Browsef 2.1,

-61-



(PubChemBioAssay databas® www.ncbi.nlm.nih.gov/pcassay). In una prima faseno

stati analizzati e pres i n considerazione sol o i compo:
biologica sulle linee cellulari tumorali M14, riducendo il numerdith a189. Tra questi, solo

19 sono risultati essere attivi in un range micromolare (siA) comparabile al nostro.

I nfine, trraolgueduéul tIiOMiB8B86Z2)13& (Gl DNSC65
6712209) hanno mostrato lo stesso profilo farmacologico dei nostri derivati, ossia sono

risultati essere attivi sulle linee cellulari M14 e nolieslinee cellulari MCF7 (chart 1).

Chart 1. Hits selezionati dalla ricerca 30 banche dati molecolari

Y
Cl HN-N NH
O 0o
o)
e ¢
NS O Br o

NSC671136 NSC659611

Cl

g\

S

Mentre per il composto NSC659611 sono riportati solo saggi di inibizione della proliferazione
cellualre (http / / pubchem. ncbi . nl m. ni h. gov/ assay/ ass
sono menzionati ancheumerosibersaglimolecolaridal momento che é stata esplorata a
livello molecolare la sua attivita biologica utilizzando diversi saggi cellulari
(pubchem.ncbilm.nih.gov/assay/assay.cgi?cid=383092). E importante sottolineare che tutti i
possibilibersaglipr ot ei ci riportat. per | 6NSC671136 ¢
proteina c¢che regolano | a trascrizione  dealel
NSC671136 ad inibire | a f axDivdz i drboas bd gluli & @ tne

degradazione del comples8dDM2i MDM4 ligasi € piu efficiente se si considecame

bersagliomolecolarelap 53 e | 6i ni bi zi on e53digrisiriadaifumzioeer a z i
di p53 nelle cellule di melanom@Quest 6af fascinante ipotesi s
nostri deri vati necessit”™ di undapprofondi't

Infine, €& interessante notare come i punti farmacofori dei Hit® individuati si
sovrappongono ai modelli farmacoforici dei conformeri CCC Il, TCC | e TTC 1l dei derivati
8gi (Figura 3132).
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Figura 31. A) conformero NSC659611 a piu bassa energia ottenuto dalla ricerca farmacofdrénacive dati
molecolarj soro indicate le distanze corrispondenti. B) sovrapposizione del confor&er@iu bassa energia
(carboni in arancione) appartenente alla sottofamiglia CCC Il su NSC659611 (carboni in bianco). C) conformero
NSC671136 a piu bassa energia ottenuto dallacacirmacoforica ifanche dati molecolarsono indicate le
distanze corrispondenti. D) sovrapposizione del conforn@r@ piu bassa energia(carboni in ciano)
appartenente alla sottofamiglia TCT 1l su NSC671136 (carboni in bianco). Gli idrogeni swoessioper
maggiore chiarezza. Gli eteroatomi sono colorati per tipo atomico: O in rosso, N in blu, S in giallo, Cl in verde

chiaro.
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Figura 32. (A, C) conformero NSC659611 a piu bassa energia ottenuto dalla ricerca farmacofdrécelie

dai molecolarj sono indicate le distanze corrispondenti. Sovrapposizione dei conf@n@epiu bassa energia
(carboni in arancione) appartenenti alla sottofamiglia (B) TCC | (carboni in verde) e (D) TTC Il (carboni in
giallo) su NSC659611 (carboni in bizs). Gli idrogeni sono omessi per maggiore chiarezza. Gli eteroatomi sono
colorati per tipo atomico: O in rosso, N in blu, S in giallo, Cl in verde chiaro.
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2.4 CONCLUSIONI

Lo studio effettuato nel presente lavoro di dottorato ha permessérdiele basi molecolari

del | 6datt i vi truovdsetodl corgposti aredetti avewenattivita antitumorale sulla
base della loro capacita di mimare motivi/domini funzionali presenti nei fattori di trascrizione.

In accordo con i risultati ottenutadsaggi biologici, i nostri deriva8g-i interferiscono con la
replicazione del DNA e sono selettivamente attivi verso le linee cellulari di Melanoma M14.
Tale tossicita selettiva sembra essere collegata ad una particolare mutazione della p53,
presenten questa linea cellulare, che la rende resistente ad alcuni agenti chemioterapici.
Déaltro cant o, [ risultati ottenut.i dal | e
fortemente | 6i potesi che i nostnconosdnentdo v at i
proteici LxxLL-like presenti nei fattori trascrizionali (i.e. p53 e NCOAb5) e coinvolti nelle
interazioni proteingroteina e che cio sia responsabile della loro attivitd antitumorale. La
nostra ipotesi & stata ulteriormente validata dalrca farmacoforica in banche dati
molecolari dalla quale € emerso che i derivati atBgi mostrano caratteristiche
farmacoforiche ed un profilo farmacologico sovrapponibile a quello di un composto
antitumorale riportato inibire la formazione del congsle MDM2-MDM4, supportando

| 6abilit”™ peptidomi metica da noi i potizzat a
Dal momento che le proteine seguono un preciso codice strutturale, la comprensione delle
basi strutturali di questo linguaggio rappresenta la chiave per lo sviluppo di potenziati farma

piu selettivi ed efficaci,. Sebbene siano necessarie ulteriori evidenze, la citotossicita selettiva
dei derivati8g-i verso la linea cellulare M14 suggerisce un meccanismo di azione basato
sull dinterazione con pr ot ei roeathwdydel segnaleo c o
cellulare, e cio rappresenta un potenziale beneficio nella ricerca di nuovi composti guida per
la terapia dei tumori. Pertantionostri derivati8g-i possono essere usati come composti guida

per lo sviluppo di analoghi ottimizzati.

Sulla base delle informazioni ottenuéegraziealla facilitd, dal punto di vista sintetico, di

esplorare la diversita chimica intorno al core pirrolidei nostri composti guidasara

possibile laf ut ura otti mi zzazi one deleb ddld prapneiat - €
farmacocinetiche, COSi come | 6introduzione
lipofili dei sostituenti idrofobici chiavea | fine di i ndirizzare e p
Inoltre, cibconsentir del mécandamoneldazi one a | ivel

attraverso tecniche NMR, cosa attualmente non possibile a causa della scarsissima solubilita

in acqua dei composti risultati attivi.
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Questi studi soncstati oggetto di una pubblicazione su rivista internazionakdi ena
comunicazione poster di seguito riportate:

1) Persico M, Ramunno A, Magli®/, Franceschelli S, Esposito C, Carotenuto A,
Brancaccio D, De Pasquale V, Pavone LM, Varravteca N Novellino E, Fattorusso C.
New anticancer agents mimicking protein g¢egnition motifs.J. Med. Chem2013 56,
6666-80;

2) Persico M, Ramunno A, Maglio V, Franceschelli S, Carotenuto A, Brancaccio D,
Orteca N, Pavone LM, Novellino E, Fattorusso Birrole-based mimics of LxxLEike
binding motif with antiproliferative activity Chemical Biology: Methods, Progress,

Perspectives-ebruary 1112,2013 Vienna, Austria.
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2.5 PARTE SPERIMENTALE

2.5a Analisi conformazionale dei ligandi

Tutti gli studi di modellistica molecolare sono stati eseguiti sui camwel&GI Origin 200
8XR12000 e E4 Server Twin 2 x Dual Xeon 5520, dotati di due nodi. Ciascu nodo e
composto da 2 x Intel Xeon QuadCore E5520, 2.26 GHz, 36 GB RAM. | grafici di
modellistica molecolare sono stati eseguiti su due postazioni SGI Octane 2.

| valori apparenti di pKa e di solubilita dei nuovi derivati pirrolici proge@atn sono stati
calcolati utilizzando i softwares ACD/pKa DB e ACD/Solubility DB versione 12.00
(ACD/Labs, Advanced Chemistry Development Inc.,Toronto,Canada). Tutti i congoosti

stati considerati neutri nei calcaseguitj come conseguenza della stima delle percentuali
delle forme neutre/protonate considerando il valore di pH citoplasmatico (7.4) usando
| 6equazi on eHaskélbathender son

| nuovi derivati pirrolici progttati sono stati costruiti tenendo conto della forma ionica
prevalente al valore di pH considerato utilizzando il modulo Builder di Insight 2005 (Accelrys
Software Inc., San Diego). | potenziali atomici e le cariche parziali sono state assegnate
utilizzando il campo di forza CFF9® Lo spazio conformazionale dei composti & stato
campionato attraverso 200 cicligimulated anealingl U=1) seguendo i | pr o
riportato. Una temperatura iniziale di 1000 K é stata applicata al sistema per 2000 fs (time
step= 3.0 fs) al fine di superare tutte le barriere torsionali; successivamente la temperatura e
stata ridotta a 300 K i1000 fs (time step= 1.0 fs) con un decremento di 0.5 K/fs. Le
conformazionirisultanti sono state sottoposte a minimizzazione energetica con calcoli di
Meccanica Mol ecol are ( MM) utilizzando il m
minimizzazione engetica & stata eseguita usando come algoritmo di minimizzazione
Conjugate Gradient® il criterio di convergenza & stato stabilito in modo che il massimo
valore di RMS sulla derivata prima sia inferiore a 0.001 kcal/A. | conformeri ottenuti sono
stati clasificati secondo i valori di energia conformazionale, angoli torsionali e distanze
interatomiche facendo uso di una macro in linguaggio bcl ideata dal gruppo di ricerca presso
il quale ho svolto il mio lavoro diottorato

Al fine di analizzare in manierdettagliata le proprieta elettroniche, tutti i conformeri, ottenuti

dai calcoli di meccanica e dinamica molecolare, sono stati sottoposti ad una piena
ottimizzazione geometricafull geometry otpimization attraverso calcoli semiempirici,

usando il metodajuantemeccanico PM& di Mopac 20092 Al fine di raggiungere un

-67-



gradientegeomet ri co ( GNor m) fissato al val or e
minimizzazione EF* (Eigenvector Following routife Per ottenere una completa
ottimizzazione dellgeometria di partenza abbiamo aumentato i criteri per la terminazione di
tutte le ottimizzazione di un fattore di 100, usando la keyword PRECISE.

I conformeri ottenuti al | 6i n DEOBok cdael I/1meo |5)  k
stati analizzate raggruppati in famiglie conformazionali sulla base della conformazione
periplanare (C) e anti-periplanare (T) del: a) legame ammidical ) , b) del | 6os
|l egame ammidico rispettt2)alel 6ca)z odted Ibdied sl sd agnee
cuielegatoRr i spetto al met itB)eSor® sthtilcastauiti ecenktraddi deglir r o |
anelli aromatici X, Y e Z (Comando: Pseuddom Define; Modulo: Biopolymer;
Insight2005) e sono state calcolate le relative distanze. Le famigifermazionali sono state
classificate in sottofamiglie sulla base del set di distanze farmacoforiche ottenuto, in accordo
ai valori degli angoli torsionati4 et5, relativi alla rotazione degli anelli X ed Y. Per ciascuna
sottofamiglia conformazionakono st at i cal col at i i val ori

e la percentuale con la quale essa e presente nello spazio conformazionale.

2.5b Analisi bioinformatica e strutturale

C stata eseguita strutiuearaggiiXsonenentii mafivi txxLk -bké. e s u |
In particolare, le strutture determinate sperimentalmente: i) della proteina HDM2 in
complesso con p53 (PDB ID: 1YCR) e ii) del recettore beta degli estrogeni in complesso con

il coattivatore 5 del recettore nucleare (NCOAS;BPID: 2J7X) sono state scaricate dalla
Protein Data Bank (PDB, http://www.rcsb.org/pdb/). Gli idrogeni sono stati aggiunti ad esse
considerando un valore di pH di 7.2 (Modulo Byopolymer, Insight 2005). Tutte le strutture
cristallografiche sono state analte utilizzando i moduli Biopolymer e Homology di

l nsight 2005 (Accelrys, San Diego). Sono sta
motivi LxxLL-like (i, i+3, i+4,) ed LxxLLxxL (i, i+3, i+4, i+7) considerati(Comando:
Pseudo_Atom Define; bbulo: Biopolymer; Insight2005) e sono state calcolate le relative
distanze. | valori ottenuti sono stati incrociati con i valori medi delle distanze farmacoforiche
dei composti8g-i. In particolare, sono state selezionate le sottofamiglie conformazatinali

8g-i che hanno mostrato avere un set di distanze farmacoforiche con alndureyvglori piu

piccoli di 1 § e 1i1) un valore pi % piccolo
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rispetto ai valori delle distanze intatomiche dei motivi LxxLL-like (i, i+3, i+4) elo
LxxLLxxL -like (i, i+3, i+4, i+7). $no stati sovrapposti i centroidi deghedli aromatici (X,
Y e Z) dei conformeri del PM6 a pitl bassa ener@Bc(;O5 k ¢ a | /8gpiocal dentraidi
delle catene laterali dei residui corrispondenti nei motVixxLL** e " FxxLWxxL%
rispettivamente di NCOAS e p53.

2.5¢c Generazione di modelli farmacoforici e ricerca banche dati
molecolari

Dai risultatdi ottenut.i dal |l 6anal i si del |
molecole progettate, sono stati costruiti dei modalimacoforici ed € stata effettuata una
ricerca h banche dati molecolatitilizzando il software CATALYST 4.6 (Accelrys, San
Diego, CA).

| farmacofori sono stati generati prendendo in considerazione tutti i conformeri delle molecole
attive 8g-i ottenute dai calcoli quantaneccanici appartenenti alle cinque famiglie

conformazionali ottenute entro le 5 kcal/mol dal minimo globale. Come punti farmacoforici

e

sono stati consider ati i tre anel | i ar omat

| 6atdimoal ogeno presente sull 6anel | deatdre e s

Dictionary. E stato generato un modello farmacoforico per ogni sottofamiglia
conformazionale. Di conseguenza, sono stati calcolati i valori medi delle distanze
farmacoforichdra i tre anelli fenilici X, Y e Z in ciascuna sottofamiglia conformazionale dei
derivati 8g-i e tali valori sono stati assegnati con il comarsiet constraint tolerance
applicando ad esse una tolleranza di + 0.%#&W Hypothesis Workbench, Catalystpltre,

con | o scopo di assegnare un range di di
del |l 6anell o fenilico Y, sono stati cal col
qualsiasi atomo di alogeno legato ad un anello fenilico (i.e.: F, Ck Bred il centroide di
qguestoul ti mo, ut i | rmeccanicod PM6. iSbno staitublizzati tugtiuia n t
parametri di default eccetto per glydrogen Counton il comanddset Atom Specificatian

cui per specificare che i carboni degli anelliifieh potessero legare tutti gli atomi, si é
utilizzato il simbolo asterisco (*). | modelli farmacoforici generati con Catalyst sono stati
utilizzati comequeryper la ricercan banche dati molecolae gli hits identificati sono stati
analizzati e clasBcati per la loro attivita biologica (MiniBioByte, Maybrdige99,
Maybridge01, Sample, NCI200Bnhanced NCI Database Browser,Z.Pubcherrf). Al fine
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di ottenere risultati piu accurati e aumentare il numerbitdj € stato utilizzato il metodo
BEST Fleible Search Database/Spreadshegts permette di modificare le conformazioni
delle molecole durante la ricerca. Sono stati selezionahitgliche presentavano lo stesso
profilo farmacologico dei nostri derivaBgi e sono stati salvati utilizzando domando
Tool/Compare/Fit presente nelew Compound WorkbendFRast Fit methods; Find Best
Conf e Max. ometted features). Infine, sono stati sovrapposti i conformeri PM6 a piu bassa
energia delle molecole attivggi sugli hits selezionati attraversana sovrapposizioneei
gruppi farmacoforici corrispondent.i (i . e.

Trasform/Superimpose, Viewer, Insight 2005).
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3. Identificazione del pmo inibitore
del | 01 nt e rPaVAiinophcaziorc B P 1
per lo sviluppo di una nuova classe di agenti
antitumorali attivi in cellule tumorali
resistenti al paclitaxel
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3.1 INTRODUZIONE

3.1a Meccanismi alla base della farmaesistenzaal paclitaxel
nella cellule tumorali

La resistenza ai farmaci antitumorali € un problema clinico molto rilevante nel trattamento dei
tumori solidi in quanto rappresenta una delle cause principali del falimento delle terapie
antitumorali; in molti casidopo una risposta iniziale al trattamento, le cellule tumorali
sviluppano un fenotipo resistente che e il principale responsabile della progressione della
malattia. Negli ultimi due decenni, vi & stato un notevole interesse nello sviluppo di terapie
capaci di inibire specifici network di interazioni proteingroteina responsabili delle
alterazioni dei segnali di morte/sopravvivenza caratteristici delle célioierali. Sebbene lo
sviluppo di piccole mol ecol e, tproteigasiastabo d i
impegnativo, sono noti in letteratura molti esempi di ligandi naturali e loro derivatdio gli
alterare taliinterazioni con una efficacia ragionevole. Uno @eimi esempi difarmaci
antitumoralisono state lpodofillotossine (dginariamente ottenute da Podophyllueltptum

L. e specie correlat®)®®ed i loro derivatiserss i nt et i ci come | detopos
e il teniposideche sono attualmente utilizzati in terapia per il trattamento di una varieta di
tumori, seppr presentano effettdi coll aterald: as s
mielosoppessione, neutropenia e naus¥d)n altro esempio sono gli agenti che agiscono sui
microtubuli (MTAs) come gli alcaloiddella vinca(vinblastina e vincristinga che sono stati
introdotti per il trattamento dneoplasieematopoieticheed itassanies.paclitaxel) che sono
senza dubbigli agenti clinicamentgiu efficacie di successdell'ultimo decenniol tassani
interferiscono con ladinamicita dei microthuli accelerando lapolimerizzazione dei
monomeridi a e b tubulinae stabilizzando microtubuli, mentregli alcaloididella vinca, la
colchicina e la combretastatina agiscono in maniera opposta, ossisiscono la
polimerizzazione della tubulina.

Tra gi MTAs, il paclitaxel € uno dei chemioterapici piu comunemente utilizzato nella clinica
dei tumori solidi soprattuttper il cancro alle ovai® al seno, al polmone, alla prosfita al
pancreas’

Anche se la terapia con il paclitaxel ha ottenuto nosiesuccessi portando ad un concreto
miglioramento della gestione clinica dei tumori solidi, questo farmaco, purtroppo, non ha

risolto uno dei problemi piu importanti in clinica rappresentato dal fenomeno della farmaco
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resistenza. Sonstati riportati in étteraturd" diversi meccanismi di resistenza al paclitaxel
(Figura33), tra questi possiamo annoverare:

fTincremento del trasporto extracellul are ¢
pompa diefflussoP-gP, e cio si verifica in quantib paclitaxd risulta essere uno dsubstrati
dellaP-gP;

1 mutazione puntiforme della-t ubul i na al |l 6interno o in pr
paclitaxel;

1 espressione di isotipi d-tubulina che risultano essere meno sensibili all'inibizione del
paclitaxel;

1 attivazione di fattori antiapoptotici (esempio AKT, B&L etc.).

a Sensitive b Resistant € Resistant d Resistant
(non-oncagenic) (non-oncogenic) {oncogenic)

o e
\ ’ hpep Y o N

o & ¢ 1O
(\ Tubulin J(
BCR-ABL
QIO WE
| / b tubulin b
Apoptosis Apotlusis

Figura 33. Rappresentazione di alcuni meccanismi di resistenza al paclitajelPaclitaxel si lega ai
microtubuli e le cellule si arrestano in mitosi, provocando apoptosiEgpressione di P& che pompa al di

fuori il paclitaxe] impedendo l'interazione del farmaco con il suo substrato (resistenzancogena.(c)
Mutazioni al livello dellab-tubulina che evitao l'interazionecon il farmaco (resistenza namcogena). d)
Soppressione di apoptosi mediante I'attivazione di oncogeni (per esempio, dalla formazione della proteina di
fusione BCRABL, oppure overespressione di AKT o BCKL). Anche se ilpaclitaxelsi lega ai microtubuli e
provoca l'arresto mitotico, I'apoptosi non si verifica (resistenza oncogena).

A tal proposito Kavallariset al.”?

hanno messo in evidenzdcuni puntimolto importanti
riguardantila farmaceresisteza indotta dal paclitaxebsservandehele celluledi carcinoma
ovarico e degli altri tumori solidr esi st ent i a tal e farmaco
espressione,a i vell o pr ot bl dela, tubulina (blll dubwina)f>oun ma
promettente biomarker predittivo di farmaco sésinza In particolare & stato osservato che

| 6over espr ebsl dudulima epud daeelel edfetti sulla stabilita dei microtubuli,
compromettendo gli effetti dtdizzanti del paclitaxel e prevenendo cosi i suoi effetti

antitumorali”™
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A conferma di ci¢ Ferlini et al’®”" in un recente lavoro, hanno messo in evidenza come tale

Il soforma della tubulina, attraver sabbecédllde nt er
tumorali una notevole resistenza al paclitaxel soprattutto in condizioni di stress
microambientali dovute a carenza di ossigeno (ipossia). In particolare, la funzionie tellal
tubulina  risultata essere regolata dall 6
guanilato (GBP1), attivante la sua funzione, e la proteina che lega il nucleotide guaninico
(GNAI) che invece la inibisce.

A partire da questi risultati, 8o stati svolti numerosi studi per cercare di individuare le
proteine in grado di modul are | 6atthivlilt”
tubulina. Un notevole interesse e stato rivolto alla serin/treonin chinasi PIM1, un partner di
GBP1 che viee stimolata in condizioni di ipossia ed & sesspressa nei tumori piu
aggressivi presenti in vari tesstfimo st r and o, in tal mo d o, uno af
b I-tudulina. In accordo con cio, é stato dimostrato che la funzionalita di GEF4AdL
(rispettivamente in maniera positiva e negativa) & direttéenassociata a quella di PIML

In particolare, in condizioni di stress microambientali, caroadizioni di ipossia, PIM1 e
GBP1l sono reclutate all 6i ntéeceamassiahe dellald-i t os c
tubulinae tale complesso muifiroteico € in grado di innescare una cascata di segnali che
porta all 6aume n t-sopranavinda delleccallpleg determinandeile celluleo
tumorali una farmacoesistenza. Tali segnali di sopravviverszmo essenziali nel mantenere

|l a Il ongevit”®™ delle cellule lungo | 6intera
micro ambientali nocivi. Per cui la ll-tubulina non agisce come wmgoloi gui ddet or e 0
fenotipo resistente, ma € partetegrante di un complesso meitiolecolare in grado di

attivare un gatewaycitoscheletricoper l'incorporazione nei microtubuli di chinasi di pro
sopravvivenza come PIM1. Quindi, inibire la formazione di tale complesso-pnotéico
attraverso la distruane delle interazioni sopra descritte premettera di rendere piu efficace la

terapia contro le cellule tumorali resistenti al paclitates. cellule di carcinoma ovarico).
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3.1b Caratteristiche generali e funzionali della proteina legante il
guanilato (GBP1)

Le proteine umane leganti il guanilato (GBPs), come GBP1, appartengono alla famiglia delle
GTPasi e vengono sintetizzate maggiormente dopo il trattamento di diversi tipi cellulari
(cellule endoteliari, fibroblasti, cheratinociti, celltBe celule-T e cellule mononucleari del
sangue) con interferomgIFN-g Juna sostanza mmunomodul at or i a che i
di un gran numero di geni che regolano la risposta celluliecitochine®® mostrando un
importante ruolo nella resistenza verso gli agenti citotossici intracellulari. La localizgazion
della proteina GBP1 é principalmente citosolica e la sua distribuzione e granulare anche se e
stata descritta una sua associazione a livello della membrana plasmatica. Tale proteina regola
molti processi cellulari come trasduzione del segnale, sinteseipa, trasporto proteico
intracellulare, trasprto vescicolare e citodiere¥i

La famiglia delle GTPasi, oltre alle hGBPs, e composta datratgruppi di proteine, quali la
dinamina, le proteine Mx e le atlastine, le quali sono comunemente ckssdmmearge
GTPasewer differenziarle dallsmall GTPasesli cui fanno parte Ras, lasubni t = U de
proteine G eterodimeriche e i fattori trascrizionali nella biosintesi proteica. Le proprieta
biochimiche della proteina GBP1 sono chiaramente differda queste ultime in quanto,

come membro della super famiglia della dinamina, evidenzia alcuni aspetti caratteristici
appartenenti a questa classe, comedpacita di interagire con le membrane lipidiche e

l 6attivit?’ GTPasi c a zadiong €&BRILeenin grada @i llejaéeoi Itre g o n
nucleotidi guaninici, GMPGDP e GTP con affinita simif§ avendo non soléa capacita di
idrolizzare il GTP, in maniera concentraziesipendente a GDP, ma anche a GMP attsaver

dei passaggi consequenzfi°Quest 6ul ti ma funzione di GBP1
di questa classe di proteine rispetto alle altre GTPasi e per di piu GBP1 risulta essere stabile
anche in assenza di nucleotide a differenza di Ras e delle proteileg&hti il GTP; inoltre,

ment e | 6dattivit?’ GTPasica di Ras  control
guanilato) che permette il rilascio di pirofosfato da GTP a GDP, e dalla proteina GEF (fattore

di scambio dei nucleotidi guaninici) che permette il distacco del GDPledaine di GTP,

guella di GBP1 e controllata dalla sua stessa oligomerizzazione promuovendo la reazione di
idrolisi.®® Tale oligomerizzazione coinvolge importanti regioni e alcuni residui aminoacidici
chiave come | 6Arg48 e | a ca®mame&n8 osservabilg mebal i ¢
disposizione delle catene laterali per favorire la reazione di c&falisiltre, l 6abi | it

oligomerizzare in relazione al tipo di nucleotide legato e la successiva idrolisi del GTP
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dipendente dalla concentraziohannopermesso di osservare che la hGBP1 in assenza di
nucleotide ed in complesso con GDP/GMP risulta essere monomero, € un dimero in presenza
di GppNHp (analogo del GTP nadrolizzabile) e GTP, mentre risulta un tetramero quando
mima lo stato di transizione GBAIFx.2®® Sono state avanzate due diverse ipotesi di

i nterazione per |l a formazi one fiestdtestadedmear o d i
di tipo fitestacoda (Figura 34) . Questodultima ~ risultata e
potenziale eletbstatico fortemente negativo che tende a creare delle forze di repulsione
nell 6interazione al ctesta tche imvede @ pid fadilitaté pen tae r a z
distribuzione di carica. Cid nonostante, pero, nessuno dei due modelli e statdoyalida
giungendo alla conclusione che sono necessari piu studi strutturali e biochimici dettagliati per

comprendere | desatto fYocesso di oligomeri z
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Figura 34. Rappresentazione delle due possibili interazioni in GBP1, interafimstacoda (a sinistra),
interazioneftestatesta (a destra).
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3.1c Caratteristiche strutturali di GBP1

Da un punto di vista strutturale hGBP1 presenta un peso molecolare approssimativo di 67kDa
e le strutture cristallografiche note in letterattianno rilevato la presenza di un domini U/ b

gl obul ar e Neterhinale eHiamato cdneuhemédeminio ALGO (large GTPase)

che guida I d6attivit?® G TtPars mic ra gdlicbe daudminatos t e s
fidominio ad elica e sottoclassificai inu n fid o mi n i ecompostonesclusivhneente

d a | Fekiche Bettaundici e un dominio chiamatoiGEDO (GTPase effector domagin
compost elickd? ¢ 18 (Figura5}. In un lavoro & stato ipotizzato che & proptio

dominio ad elicaad agire come una proteina interna attivante la GTiIR&AP) attraverso

| 61 nt econsspecificiresidui coinvoltinella catalisi e presenti nel dominio GTPasico

d e LG®

| domini N e Gterminale sono connessi da upiacola regione intermedia costituita da Wha

elica e due piccolifoglietti b (regione di connessiohehe non rappresenta un dominio

i ndi pendente ma va ad i #wlipaaeddl lpraofoghattech ddv er s ¢
dominioLG,incorri spondenza dell 6i potetico sito d
Il C-terminale presga anche il motivo CAAX (dove Aostitusce un aminoacido alifatico e

Xun qual siasi aminoacido) di i soprenilazio
alla membrana ma anche necessario pedbat ti vi t "~ ant itghinel i f e

inflammatorie sulla proliferdane della cellula endoteliafé

w13

LG-Domain

Figura 35. Rappresentazione strutturale della proteina GBP1 (RRBDG3) in cui € mostratd dominio LG
in blu, la regione di camessione in rosso, il dominiocentralen ver de, |1 6U12 e |1 6U13 in

E6 da sottol i near struttardlieninimes comumir aatutte der proseine ¢ h e

appartenenti alla famigliaella dinamina, sono rappresentate proprio daminio GTPasico
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(circa 300 residi), daldominio centralécirca 156200 residui) elaldominioGED (circa 100
residui ), coinvol ti nell 6ol i gomerizzazione
36). Molti altri membri della superfamiglia, oltre a questi domini, ne presentdno a
aggiuntivi come: il dominio PHRleckstrirhomology necessari o per | 61
membr ane | ipidiche, i dominio transmembr a
dominio ricco di proline (PRDs) che lega i domini SH3 e le sequenzendir&zano le

proteine verso specifici organelli, e i mitocondri o i cloroplast?

Classical
dynamins

0.095

02453)
Dynamin aated | S e — M8 (NP_002454)
proteins w—QEC)j OPAT (060313)

o

0.149

Drynamin superkamily
]

R —— ?E::'ENP-:'E'Z]IH
GBP-related GBRS (NP_443174)
proteins GBP4 (NP_443173) )
< —Com- : 0512
o Atlastind (NP_056274) 273

1,000 amino acids

& GTPascdoman () Middie domain O PHdoman  [[] GED

ﬁ PRD [l Predicted transmembrane domain o Mitochondrial leader sequence

Figura 36. Rappresentazione schematica dei domini della superfamiglia della dinamina umana in cui & presente
anche GBP1.

Il dominio GTPasico di GBP1 contiene deotivi leganti il GTP (G1G4) che sono necessari

per i | egame del nucl eoti de g i anotivon®lc o e
(®*GXXXXGKS®?) comunemente chiamafloop coordina il fosfato del nucleotide mentre i
motivi G2 (T)- G3 ¢'DXXG), chiamatiswitchl e switchll sono coinvolti rispettivamente

nel meccanismo di catalisi e nel formare un legame ad H cg#fiodfato del GTP; sono

qgui ndi coinvol ti nel processo di di meri zza:
e completa. Questi niigi risultano essere assolutamente conservati nella superfamiglia della
dinamina eccetto il motivo GA%TLRD*®, coinvolto nel coordinare la base e il ribosio del
nucleotide che, in un primo momento sembrava essere assente in GBP1 ma in realta la
sequeza consenso di G4 NKxDT in GBP1 risulta sostituita dal motWBLRD'*(Figura

37).%°
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G1 (P-loop) G2 and G3 and G4
switch 1 switch 2
D'_l,"'lil_lir1 IAVVEGQEAEBKEEEVLENFVE EGIVERREPLV LVBLEFEMTEWV VITELOL
LR IVVVETQOESEEEEVLESELVE TEIVIEREFPLI LVEALFEGMTEWV VIEKLETL
MARA IAVIGDQESEEEEVLEALES EGIVERCPLV LIDLEEITEWV ILTEPFOL
OPAT VVVVEDQEABKTEVLEMIAQ CEMMIREPVE LVBLFEVINT VLK VL
MAitofusin VAFFEGRTESEGESEEVINAMLW IGHITHNCFLE LVESFETDVT LHNREWDA
GBP1 VAIVELYETEESY LMNELAZ VOEHTEFKGIWHM LLETEESLEDWV VWEILEOF
Atastin VEVAEBARFREEEEFLMDFMLE HEFPLTGFEWER LMETOETFDS IFLVEDW
GEPT VAVIBETGEEESEEFINTLRE CARETCVVEW FWOLEFEIZET VETEVICS
p? 1 Ras LVVVEACGGVEESALTIJQLIQ EYDEFTIEDSY ILOTRAGQEEY VEHECDL
EF 1o IVVIBHVDEEEETTTCHLILY ERGIMIDISL IIDAFEHEDF CVHEMOS
Consensus Bocxxx EEES T B il NE:xD
T T

Figura 37. Motivi leganti il GTP nella superfamiglia della dinamina.

3.1d Caratteristiche generali e funzionali della sertmeonin
chinasi PIM1

La serin/treoninchinasi PIM1 & una proteina appartenente alla famiglia delle calmc
cd* dipendenti insieme a PIM2 e PIM3 e, rispetto ad altre chinasi che sono regc
fosforilazione o legame allmembrana plasmatica, la sua attivita e regolata principal
durante la sua trascrizione, traduzione o degradazione a livelfrateb som&®E & e s
in maniera ubiquitaria con alti livelli nel timo, milza, midollo osseo ed in un gran nurr
tumor i di origine non emat o ppanceas| deigpolnfg
della prostata e del colaif) nelle cellule HeLa (cellule della cervice uterina), LNCaP e
(cellule del cancro prostatico umano). Someesenti molti meccanismi che controll:
essere indo
citochine (IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12, II-15), fattori di crescita e mitogeni co
LIF, GM-CSF, GCSF, EGF, INFU (i nt-@Y f ePRbh g P MA .
gl i atti

principale via di

finemente la sua espression. Tale chinasi puof ibfa |,

Epo,

stimolii che vare | 6es
r IME eoueallasch
coinvolge la chinasi JAK Janus kinase$ e il fattore di trascrizione STAT. Dopo
dei ch
fosforila STAT (STAT21-3-5) su residui di tirosina. STAT fosfoailo dimerizza e trasloca |

| e g-dSFRaprdsehte Ined premmotore dilMFIAE ne attiva |

possono

trasduzi one

stimol azione recettor.i tirosin

nucl eo, S
trascrizione” PIM1 stesso pud regolare negativamente questa via fosforilando, e
gr uppo ithid STAZ, gloamated pooteine SOERII

messaggero di PIM1 codifica per due isoforme di peso molecdiakDa e 44kD

attivando, un
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rispettivamentegspresse nella maggior parte delle linee cellulari di cancro umano, |
esibiscono una attivita chinasica comgialein vitro. La localizzazione subellulare di PIM:
umana di 44kDa @ r i mari amente sull a membrana ¢
N-terminale un motivo poliprolinico che interagisce direttamente con il dominio St
recettore tirosin/chiamsicoEtk attraverso il motivo PXX® Tale interazione compete col
soppressore del tumore p53 per il sito
La sovraespressione di PIM1 di 44kDa nelle cellule tumorali prostatiche cont
resisenza ai farmaci chemioterapiG@L 6 i sof or ma di 33kDa, [
e sia nel nucleo cellulare ed e implicata nella regolazione del ciclo cellulare
trascrizione attraverso la fosforilazione di un gran numero ditrstbsome dc25A, HP1
p100®* % inoltre, & capace di incrementare la velocita di comparsa del linfoma ineldiyo
ed agi sce bl oicdota dadswesslgénatpssidEtndt ssria mb e mo s t
chinasica similecon differenza solo nella loro emivia i n quanto | 6i
pi % stabile. Quest bul ti maer miomal e adélrlc
ottenuta attraverso un diverso meccanismspticing alternativo. La chinasi PIM1na volt:
sintetizzata si autofosfolia e cid0 determina un aumento di stabilita; infat sui
defosforilazioneda parte della fosfatasi PP2%¥ causa un drastico calo della sua espres
con successiva ubiquitinazione e degradazione nel proteasoma 26S.

In letteratura sono stati identéti diversi substrati di PIM1 coinvolti nella sintesi prot
(S6K1, 4EBP1) , nel | 6ap o ptlla srascital eBdeIxiclo celluli
(p21, p27, cdc25a, cdc25c). Questo rende PIM1 un regolatore importante dello sv
del | 6 ol madldasetilmguanto fosforila numerose proteine coinvolte direttamente
sopravvivenza e crescita della cellula. Proprio per le sue molteplici funzioni molti stud
dimostrano il ruolo rilevante della chinasi PIM1 in numerose forme di cancraa;
purtroppgl 6 esatt o meccani smo con cui essa
ancora del tutto chiaro, @ e r poter aver e un 6,epbtebbe esse
necessario agire sui complessi proteici attraverso i quali PIM1 shkeofgmeclettica funzion

nella tumorigenesi e non semplicemente inibire la sua attivita chinasica.
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3.1e Caratteristiche strutturali della seristreonin chinasi PIM1

A differenza delle altre chinasi che necessitano di essere fosforilaesgere attie, PIM1

nella suaforma liberaée stata trovata essere ur@nasi costitutivamente attivia quanto la

sua fosforilazione non € necess ar i a per | dna tcdntribuiscesolo ad lunan a s i
maggiore stabilitd” La chinasi PIM1 adotta un i fold chinasico a due lobi, ossia il lobo
N-terminale (in verde, Figurd8) che comprende principalmente deglietti b antiparalleli

mentre il lobo Gterminale (in arancione, Figu@8) costituito principalmente da-eliche. |

due domini sonén comuncazione tra loraattraverso undregioned i conn(@msosa, oneo
Figura 38) che presenta la sequenza consenso caratteristica ERPXPX (resiel26)21

presente solo fla famiglia delle chinasi PIM1%

Figura 38. Rappresentazione strutturale dellatpina PIM1 in cui sono ben schematizzati il dominie N
terminale (verde), costituito principalmentefdglietti b, il dominio Gterminale {n arancione), caratterizzato in
gr an p aeliches la cbgioneldi connessione dei due dorfiimrosa), il Gloop (n rosso), il Gloop (n

Cc i a n o-Joopdin biadcd), questi ultimi necessari per la stabilitaradintemmento della conformazione attiva
di PIM1.

Non sono presenti interazioni ioniche tra i due lobi anche se si osseella maggior parte

delle chinasiuna coppia ionica comprendente un residubsdia nel lobo Nterminale e un

residuo acido o fosfdato nel lobo Gterminale che sono critici nel mantenere una certa
stabilit”™ struttur al e amgohdddcanndssioeeprésenteaurntG na s i
loop (in rosso, Figurd8), cosi chiamato per la presenza di numerosi residglicina, che

non instauraalcuntipo di interazioni con il resto dellproteina comenvece avvienenelle
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altre chinasi.Tuttavia in questa regione é stato identificato un aminoacido critico per
| 6i nterazione con 49'® Al Giloopiséguaindood catalitpe, 8do, | a
(in ciano) e un loop di attivazione-l&op, (in bianco) che, diversamente dalle altre chinasi,
non bl occano | a t as clap diliClobpesana coiavoliie Uinlinferdsd P .

network di interazioni per il mantenimém della conformazione ata e dellastabilita di

PML™LBO6ATP nor mal mente i nst aularagiodeuieconhessipagemi  a
del |l e chinasi utilizzando | 6adenina mentre
lisina e due ioni magnés (Mg®) | e g a t. in PIM1, Indiece TidPpresenza di due residui

di prolina nella regione di connessionsequenza presente solo in PIM1) porta ad una
variazione nel modo tradizionale di |l egar e
Sebbene PIM1 adotti tipico fold delle chinasila struttura del suo dominio contiene una
coppia in piu difogliettib ant i par al | e lchHe cofrfettbdo il dogli€ttdl 3) e | a

successivelica (Figura39).

Figura 39. Struttura cristallografica di PIM1 (PDB: 1XR1) in cui sono evidenziati, toé ai foglietti b nel lobo
N-terminale e lea-eliche nel lobo G@erminale,i foglietti bH1 ebH2.L 6 ar e a ein giallogapmdsentiaa
tasca di |l egame del |l 6ATP con i residui chiave del si

Questa rappresenta una caratteristica strugtunailca in quanto in altre chinasi questa regione
general ment e ad o-elitaaNeuloba @ tr mi tntakleog e ikGloag) | 6 A
sono presenti una coppii piccoli foglietti b ( b 7). @uesta Taiatteristica strutturale é
simile per la clnasi CHK-1 ma non per le altre chinasi.
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Sulla base dell 6omol ogi a di sequenza con |
Gl u89, l a Lys169, | 6Asnl172 e | 6Asp186 <come
ment r e khe pdrgblieccalizzare il trasferimento del gruppo fosfato. Questi residui

sono evidenziati inFigura39e r appresentano | a tasca in cui

riportata nelle strutture cristallografiche di PIM1 essere sottoposta ad un cambiamento

conformazimal e che d-~ l uogo ad wuna conformazio
(PI' M1 | egata all 6ATP). Tuttavia | a tasca d
al | 6-RNRP suggerendo che il sito catalitico potrebbe essere mémtenu una

conformazioe attiva'®

Come <conseguenza del | 6i deati suictiiagisaezPIMié satod e i
possibile identificare una sequenza consenso responsabile del loro riconoscimento da parte di
PIM1, rappresentata da una Lys/Angys/Argi Arg i Lys/Argi Leuil Ser/Thri Xaa, dove

Xaa indica un aminoacido con una piccola catena laterale.
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3.1f Tubulina come unita base dei microtubuli: struttura e funzioni

I microtubuli costituiscono uno dei componenti dinamici fondamentali del cietch e

presentano un diametro di 2%nn ed wuna | unghezza variabile
fungono da component.i strutturald. all 6i nt e
processi cell ul ari che includono I a mitosi,
Sono infattic r i t i c i per | 6allineamento dei Cromos

durante la metafase e la segregazione in anafase e telofase.

La parete dei microtubuli éomposta da una serie di unita sferoidali ordinate rigidamente,
rappresentate dde  @bulina che formano eterodimeil e i mammi feri - esis
tubuline, designate come oUlt,o W2,f f@Bhelindd 4, ik
designat. clome bbl1V,a, b 1bl ,1; bt vari® iSoformé della, tububing | |
mostano una diversa localizzazione e sono differentemente espresseltiitessuti e tipi
cellulari'”

I dimeri di tubulina polimerizzano a formare lunghe catene chiamate protofilamenti, che nella
cellula sono assemblati in gruppi di treditdrmandoil microtubulo. | protofilamenti si
avvolgono a spirale di passo sinistrorso e

microtubulo (Figurat0).

Subunita
di tubulina

Microtubulo

Figura 40. Struttura dei microtubuli.
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Nel citoplasma i microtubuli sono in equilibrio dinamico con una certa quantita di dimeri di
tubulina depolimerizzata in forma solubile; per equilibrio dinamico si intende un processo

continuo di polimerizzazione e depolimerizzazione con conseguente asgEIw e

disassemblaggio dei microtubd®® Uno6i mportante caratteri s
microtubulare & la polarita: la tubulina, infatti, polimerieral to endramite lasuu ni t © U d
un dimero di tubulina che prende contatto con lawmitab d e | successivo. C
in un protofilamento, un terminale avra lasuiitalU esposta mentre | dalt
la subunita b , det er mi n adverota styutturaledei chinica &ra le due estremita.

Questi terminali sono indicatispettivamente con)e (+)*°

La polimerizzazione dei mi crotubul.i avvien
microtubuli o (MTOCs, pibagai'fIAil | 6enteosomidegl! i
presente un ulteriore tipo di tubulina, | a
proteine a formare una struttura circolare nota corietubulin ring complex che agisce
comescheletrop e r i di mer i erdlae inidio &la polimerizdaionEs Qupsto
compl esso agisce come -) mentrefld ergsqta dei nacrotuldule st r
continua allontanandosi dal MTOC in direzione del terminale (+). Durante la
polimerizzazione sialasubni t © U eidimeri dil tbulirfa somo legate a molecole di
guanosina trifosfato (GTP). Mentre il GTP legato allasubi t = U ri sul ta st a
al | -tubuliba €& velocemente idrolizzato guanosina difosfato (GDP) in seguito

all 6assembl aggidala tublliea/GDPi soeot difterergi da quelle della
tubulina/GTP, infatti la tubulina/GDP & prepbsta alla depolimerizzaziahé

Dato che la tubulina € addizionata al terminale del microtubulo solo nello stato legato al GTP,

e presente generalmente usaperficie di tubulina legata a GTP al terminale (+) del
microtubulo con la funzione di proteggerlo dal disassemhialgFigura4i).
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+ end
extansion

GDP in
B-tubulin

) y-tubulin

- ﬁ
=P c Dgrips 163,

128, 758

Figura 41. Allungamento di un microtubulo al terminale (+). Il terminalp& mostrato protetto e stabilizzato
ddla o7 tubulin ring complexLa gtubulina & mostrata in blu.

Quando si verifica | 6idrolisi al terminal e
depolimerizzazione ed accorciament o; tal e
del micra u b 4% Beod contro la GTRubulina pud essere nuovamente addizionata al
terminale provvedendo alla formazione di L
dal |l daccorciamento. Omesticoeceuertr o . dghdmdsci
di assemblaggio, disassemblaggio e catastrofe dipendono anche dalla presenza di proteine
associate ai microtubuli (MAPs) quali ad esempio MAP2, MAP4 e TAU che sembrano

stabilizzare i microtubuli tramite un legame alla superficie esterna dei fileshenti**
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3.2 SCOPO DEL LAVORO

Il costante sviluppo della resistenza ai farmaci antitumorali muove la ricerca verso una piu
dettagliata comprensione dei meccanismi molecolari responsabili del processo di
tumorigenesi al fine di individuare le basildédi nsor genza dei fenomen
ampi amente di mostrat o c hmetworkdi dntelazioner mateind n e ¢
proteina comporta una variazione degli eventi biochimici e morfologici che regolano

| 6equi |l i bri o v iulk en erhsegueme insorgenza dellal naopéesiallippo

di farmaceresistenzaSempre piu numerosi sono i gruppi di ricerca impegnati ad indagare,
tramite approcci di tipo biologico e chimico, il ruolo chiave che svolgono le interazioni
proteinaproteinanellaregolazione dei processi biologici. In letteratura sono stati individuati

di versi compl essi proteici che hanno mostra
cellulari permettendo di generare composti con effetti farmacologici di gratedegse.

Come gi ~ d e mduziang (veolerenparhgra®®li.anilt gruppo di ricerca del Dr.

Ferlini da anni indaga meccanismi di farmaepesistenzahe lecellule di carcinoma ovarico

ed altri tumori solidi sviluppano nei confronti del chemiafgco paclitaxe] in tali cellule

| 6 ocesmassionelellablll-tubulinar i vest e unbdattenzione part:.
un promettente biomarker predittivo di farmace si st enza per mettend:
all 6interno dei mi c rcleetsidegauallaichindse PINItanescaidB ana i GE
cascad d i segnal.i che port an esopmvivedza deffeccallufd d e |
Alla luce di queste conoscenze, il presente lavoro di ricerca e stato dedicato, in una prima
fase, allo sviluppo di un possibile modello molecolare di interazi@heomplesso trimerico
GBP1/PIMIblll-tu bul i na sull a base di undapprofondi
tutte le strutture note sperimentalmente in letteratura delle proteine oggetto di studio. Dal
momento che non esistono dati strutturali disponibili sulla formazione didaiplesso sono

stati considerati diversi complessi proteici comprendenti chinasi e GTPasi, determinati
sperimentalmente a livello molecolare. Cio ha permesso di ricavare delle omologie strutturali
con le nostre proteine riuscendo a costruire un ipotetiodello di interazione dei partner di
legame individuando le possibili zone di contatto nel macrocomplesso stesso.
Contestualmente allo sviluppo del modello molecolare del complesso trimerico
GBP1/PIM1blIl-Tubuling al fine di sviluppare molecole farmacologicamente attive in grado

di inibire la formazione di tale complesso a livello del citoscheletro e, quindi, interferire nei
meccani s mi di resistenza finoorppidiicerdaideli du ar

Dr. Sanjay Malhotra dei Dr.Kumar e Alegriad7 nuove Zazapodofillotossine (APTS) e
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testate su un pannello di 60 linee cellutamorali presso iINational Cancer InstituteNCI).
Purtroppde isoformea e b della tubulina, non sonatilizzabili per saggin vitro in quanto la

loro conformazione attiva richiede modifiche ptsiscrizionali non ottenibili con l'attuale
tecnologia ricombinanteper cuigli studi biochimici sono proceduti considerando solo le
proteine GBP1 e PIM1 cheopsono essere espressevitro. | risultati ottenuti dai saggi
cellulari hanno dimostrato che alcuni di questi ligandi sono attivi su cellule resistenti al
paclitaxel con uno spettro di citotossicita simile a quello di diversi composti antitumorali, tutti
capaci di interfdre a livello delcitoscheletro; n particolare, € stato identificato un solo
composti guida il derivato NSC756093Figura 42) come possibile inibitoren vitro

del | 6i nt e rPBVA & la sua attiBita B &tdta dimostrateche in ckule di carcinoma

ovarico.

Figura 42. Struttura di NSC756093.

Quindi, sulla base dei risultati ottenudinche gli studi computazionai sono incentratsul
complesso dimerico GBFRIM1 andando ad investigare basi molecolari del meccanismo
dbébazione dei Nuovi derivati APTs, al fine
NSC756093 su GBP1 e/o PIMhe ci permettesse di spiegamabilita da parte del liganddi

inibire la formazione del dimeroseguita dalla razionalizzaziortelle rebzioni struttura

attivita (SARs)osservate. In particolare, é stata effettuata:

) undapprofondita analisi strutturale e
podofillotossina/tubulina e etoposide/topoisomerbAlINA dal momento che i due ligandi
presentano uno scheletro strutturale comune al composto attivo NSC756093 identificato;

ii) undapprofondita anali si strutturale e I
bersagli proteici presi in considaione (GBP1 e PIM1);

iii) studi di docking dinamico per definire dei possibili modelli di interazione

ligando/proteine.
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Léatti vit™ di presenaorcdadotmmtgie inseadta il @ lampio progetto
multidisciplinare cheha previsto & collaborazione di ricercatori internazionali qugliDr.
Cristiano Ferlini(Biomedical Research Center 8fanbury Hospital Institute, USA), con
competenze biochimiche; ii) Dr. Sanjay V. Malhdikiational Cancer Institute (NCI), USA

iii) Dr. Ajay Kumar (School of Environmental Affaris, Universidad Metropolitana, San Juan,
Puerto Rico, USH e iv) Dr. Antonio E. AlegrigDepartment of Chemistry, University of
Puerto Rico at Humacao, U$8on competenze nella sintesi chimica
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3.3 RISULTATI E DISCUSSIONE

3.3a Analisi bioinformatica di GBP1, PIM1 e Tubulina

Al fine di investigare, a livello molecolare, il possibile modello di interazione della protein
chinasi PIM1 con la GTPasi GBP1 eldl-tubulina, che e stato evidenziato dal gruppo di
ricerca del Dr.Ferlini essere fondamentale per il processo di sopravvivenza delle cellule
tumorali® sono stati eseguiti dettagliati studi di modellistica molecolare su tale complesso
trimerico.

Per gengre la struttura di partenza di tale modello molecolare, é stata esagidknente

una dettagliata analisi bioinformatica di tutte le strutture cristallografiche delle proteine
oggetto di studipandando ad individuargei motivi/domini proteici Dal momento che le
strutture cristallografiche di tutte le proteine esaminate sono risultate essere caratterizzate
dal | 6assenza di alcune regioni, ® stato co
strutturale (per i dettagli vededaparagrafd.5.1-3.5.4).

Per quanto riguarda | a proteina GBP1, a pat
(codicePDB ID:1DG3) sono state inserite le seguenti regioni mancanti: quadipdlessibili

(63-73; 157166; 190193 e 244256) e le regioni Nerminale (15) e Gterminale (584592).

Per quanto riguarda la settireonin chinasi PIM1Ja struttura cristallografica presa come
riferimento per | a costruzi oneDBdEIXQzZnad el | o
€SS0 sono state aggiunte sia la porzibRrminale (3122) che quella @erminale (400

404).

Infine, per quanto riguarda costruzione del modelldel dimerodellatubulinaumanae stata

presa come riferimento la struttura cristallografica del dimero di Bos Taueudli( toro,

codicePDB ID: 1JFF), dal momento che non é stata ancora determinata una struttura della

tubul i na dedmb 8Sapieng,ad éccenome ddlaubulina. Infatti, confrontando
attentamente i risultati di predizione di struttura secondhgal | e t ubul i ne U e
tubuline U e b bovine, =~ emerso che sono st
per alcuni aminoacidin partc o | ar e, p blr IsdhoGstats aggiunte soéo le porzioni
N-terminale (1) e @erminale (4284 4 6 ) ; i nvecealopletrr etedairaeo)Ne r ma

C-terminale (440451) e stato aggiunto anche una regioriea flessibile (3560).

La validita dei modelli generati & stata verificata utilizzando il senkmrocheck
(http://www.ebi.ac.ukthorntonsrv/software/PROCHECKY e and Hpp
(http://hoppscore.Ibl.govA™
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Tutti i modelli molecolari sviluppati sono stati utilizzati per generare la steuttupartenza
del complesso trimerico da sottoporre agli studiatikingdinamico. Dal momento che non é
stato ancora cristallizzato un complesso trimerico coinvolgente una pcbteasi, una
GTPasi e la tubulina, sono stati analizzati tutti i posstoithplessi chinagcTPasi e GTPasi

tubulina. Da questa dettagliata anadigho stati selezionati i seguenti complessi:

1) p1109 in compl elB:dHE8)dFgnrad®;AS ( PDB

Figura 43. Struttura a raggi X del complesso p110gamma (in viola) e RAGdilv)

2) chinesina in complesso con il dimexd tbbulina (PDBID: 3EDL) (Figurad4).

Figura 44. Struttura a raggi X del complesad/ thbulina {n celeste) e chinesin&n(arancione).

In particolare é stato preso di riferment o i | complesso p1102 <co
|l 6allineamento del dominio chinasico dell a
conseguentemente consentito | 6allineamento

famiglia delle GTRsi. Contemporaneamente, prendendo in considerazione il complesso
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chinesina (GTPasi appartenente &lmiglia delle dinarme, come GBP1) tubuling é stata
effettuata la sovrapposizione strutturale di GBP1 leochinesina e del modellattenutodd
dimero di Tubulina al/blll con il dimero di Tubulina della struttura cristallograficalLa
combinazione dei risultati ottenuti ci ha consentito di formutarenodello di partera del
complesso trimerico PIM1/GBPlubulina( p e r

guestoul ti maalblid)nsi de
(Figura4b).

Figura 45. Modello di partenzalel complesso trimerico ipotizzato tra PIM#f yerde), GBP1if bianco) € il
dimerodi tubulinaal/blll (in celeste).
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3.3b Studi di docking sul complessBBP1/PIM1/Tubulina al/ bill

La struttua del complesso trimerico GBP1/PIMLbulinaal/blll r i sul t ante da!
descritta in precedenza, e stata sottoposta a stadiclingdinamico. Tutti gli amminoacidi

del compl esso sono stati |l asci at.i |l o Bier i
docking, eccetto quelli presenti nelle regioni strutturalmente conservate (SGCB&ca e

foglietti b) i quali sono stati vincolati conformazionalmeniali SCRs sono state ricavate
utilizzando il server che calcola Ila predizione di struttura seo@nd
(http://www predictproteinorg/) (per i dettagli vedengaragrafd3.5c).

Poiche tale protocollo diockingprevede una ricerca conformazionale con il metddote

Carlod i un Al igandoo rispetto ad weriadidbgkingot ei n
nella prima si ~ considerato GBP1 alfolir ot ei
il idgpaon e Vvi cever baolinteld,a &lecbnda. di mi mar e

entrambi i calcoli didockingsono stati eseguiti considerando le molecole di acqua presenti
nelle strutture cristallografiche, ad eccezione di quelle bcalat e al |l 6i nter f
proteine. Inparticolareper val ut are nel dettaglio il r
presenti nei siti cataliticisono stati eseguiti su ciascuna serie due tipologaocking una

dove questoul tiemel isboenroe sdtiatneu olvaesrcsiiatl 6al tr a
una forza (vedere parte sperimentale). Tutti i risultati ottenuti sono conversi verso lo stesso

complesso trimerico (Figusb).

Figura 46. Sovrapposizione di tutti i complessi trimerici ottendéigli studi didocking colorati ciascuno in
modo differente. Le proteine di ciascun complesso sono visualizzatiebions e colorati in maniera diversa
(verde, arancione, magenta e bianco).
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Questi risultati, in accordo con i dati biochimici ottenuti galppo di ricerca del Dr. Ferlini,
indicano una forte tendenza di queste proteine a complessare con la GTPasi GBP1 capace di
formare un ponte di legametla proteirchinasi PIM1 e lalll -tubulina.

1 modell o trimerico generato  stato sot
strutturale in modo da analizzarne in dettaglio i cambiamenti conformazionali. In particolare,

l 6anal i si del |l e strut t uresames stateoeffattzatatiizzandbe | | e
sia il moduloHomology di Insight2005Rrostat; Secondary Class)fgia il serverStructural
Analysisand Verification(http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES).3I risultati ottenuti sono
stativerificati attraverscsn 6 anal i si strutturale mamnmukel e cl
le a-eliche di tipo 3o e p e tutti i dati acquisiti durante le analigir® stati confrontati con il
modello iniziale (Tabelled, 17 e 18).

Questa analisi ha evidenziato che le tre proteine, nel momento in cui formano questo
macrocomplesso, tendono a shlakarsi in determinate conformazioni caratterizzate da
evidenti cambiamenti strutturali sia a livello dei loro siti catalitici che a livello delle zone di
interaziong(Tabelle B-18 e Figurad?).

Figura 47. Complesso trimerico ottenuto dagli studiddicking GBP1 (in bianco), PIM1 (in verdeg Tubulina
al/blll (in celeste). I cambiamenti conformazionali relativi alle zone di interazione tra le proteine sono
evidenziati in giallo mentre quelli relativi ai siti catalitici in magenta.
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Tabella 16. Parametri strutturali della proteil@BP1 nelcomplesso trirarico iniziale (punto
di partenza)ottenuto datlockinge dopo il simulated anealing(SA).

Sequenz di ;?:r?;cr)lza Docking SA Sequenza di g;?ézza Docking SA Sequenza di g:r?tte?\za Docking SA
IMETN_1 :GLN_36 fogliettob | fogliettob fogliettob | fogliettob
‘ALA_2 fogliettob | fogliettob | fogliettob | :PRO_37 fogliettob | foglietto b fogliettob | fogliettob
‘SER_3 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :MET_38 | fogliettob | fogliettob | fogliettob fogliettob | fogliettob
:GLU-_4 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :VAL_39 | fogliettob | fogliettob | fogliettob fogliettob | fogliettob
:ILE_5 ‘VAL_40 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
HIS_6 ‘VAL_41 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
‘MET_7 :ALA_42 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
‘THR_8 :ILE_43 fogliettob | fogliettob | fogliettob fogliettob | fogliettob | fogliettob
‘GLY_9 \VAL_44 | fogliettob | fogliettob | fogliettob fogliettob | fogliettob | fogliettob
:PRO_10 :GLY_45 fogliettob | fogliettob fogliettob | fogliettob | fogliettob
‘MET_11 ‘LEU_46 fogliettob | fogliettob fogliettob | fogliettob | fogliettob
:CYSH_12| fogliettob fogliettob | :TYR_47 :CYSH_82| fogliettob | fogliettob | fogliettob
:LEU_13 :ARG+_48 'VAL_83 fogliettob | fogliettob | fogliettob
:ILE_14 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :THR_49 :PRO_84 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLU-_15 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLY_50 :HIS_85 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:ASN_16 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :LYS+_51 a-elica a-elica a-elica :PRO_86
:THR_17 :SER_52 a-elica a-elica a-elica | :LYS+_87
:ASN_18 ‘TYR_53 a-elica a-elica a-elica | :LYS+_88
:GLY_19 ‘LEU_54 a-elica a-elica a-elica :PRO_89 Turn Turn Turn
:ARG+_20 fogliettob | fogliettob | :MET_55 a-elica a-elica a-elica | :GLY_90 Turn Turn Turn
‘LEU_21 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ASN_56 a-elica a-elica a-elica HIS_91 fogliettob | fogliettob
"MET_22 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :LYS+_ 57 a-elica :ILE_92 fogliettob | fogliettob | fogliettob
:ALA_23 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :LEU_58 a-elica fogliettob | fogliettob | fogliettob
:ASN_24 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ALA_59 a-elica fogliettob | fogliettob | fogliettob
:PRO_25 a-elica Turn :GLY_60 a-elica fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLU-_26 a-elica a-elica a-elica | :LYS+_61| fogliettob fogliettob | fogliettob | fogliettob
:ALA_27 a-elica a-elica a-elica | :LYS+_62 | fogliettob fogliettob | fogliettob | fogliettob
:LEU_28 a-elica a-elica a-elica fogliettob | fogliettob | fogliettob
'LYS+_29 a-elica a-elica a-elica Turn fogliettob | foglietto b | fogliettob
:ILE_30 a-elica a-elica a-elica Turn
‘LEU_31 a-elica a-elica a-elica Turn Turn
:SER_32 a-elica a-elica a-elica Turn Turn
‘ALA_33 fogliettob | fogliettob Turn
ILE_34 fogliettob | fogliettob Turn fogliettob | fogliettob
‘THR_35 fogliettob | fogliettob Turn fogliettob | fogliettob
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a

Sequenza | i partenza

‘SER_113
TRP_114
JILE_115

:PHE_116
ALA 117

'LEU_118
‘ALA_119

'VAL_120

‘LEU_121
LEU_122
‘SER_123
:SER_124
“THR_125
:PHE_126
VAL_127

TYR_128
:ASN_129
:SER_130
JILE_131

‘GLY_132
“THR_133
JILE_134

:ASN_135
‘GLN_136
‘GLN_137
‘ALA_138
‘MET_139

:ASP-_140

Punto Docking SA Sequenza di g:r?;%za Docking SA Sequenza di E;r?;?\za Docking SA
:GLN_141 a-elica elica 3o elica 3o :PRO_176 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
‘LEU_142 a-elica elica 3o elica 3o :ASP-_177 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
TYR_143 elica3io elica 3o elica 3o :PHE_178 fogliettob | fogliettob | foglietto b
TYR_144 | elica 3o elica 3o elica3o | :VAL_179 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
‘VAL_145 elica 3¢ elica 3o elica 3¢ ‘TRP_180 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
‘THR_146 elica 3¢ elica 3o elica 3¢ ‘THR_181 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
a-elica :GLU-_147 elica 3p elica 3o elica 39 :LEU_182 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
a-elica a-elica a-elica :LEU_148 a-elica elica 3o elica3o |:ARG+_183| fogliettob [ fogliettob | fogliettob
a-elica a-elica a-elica | :THR_149 | a-elica elica 3o elica3o | :ASP-_184
a-elica a-elica a-elica :HIS_150 a-elica elica 3o elica 3¢ :PHE_185 foglietto b | foglietto b
a-elica a-elica a-elica | :ARG+_151| a-elica elica 3o elica 3¢ :SER_186 fogliettob | fogliettob
a-elica a-elica a-elica :ILE_152 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :LEU_187 fogliettob | fogliettob
a-elica a-elica a-elica :ARG+_153| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ASP-_188 fogliettob | fogliettob
a-elica a-elica a-elica :SER_154 :LEU_189
a-elica a-elica a-elica | :LYS+_155 :GLU-_190
a-elica a-elica a-elica :SER_156 :ALA_ 191
a-elica ‘SER_157 :ASP-_192
:PRO_158 Turn :GLY_193
:ASP-_159 Turn :GLN_194
fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLU-_160 Turn :PRO_195
fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ASN_161 :LEU_196
fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLU-_162 ‘THR_197 a-elica
fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ASN_163 :PRO_198 a-elica a-elica a-elica
fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLU-_164 :ASP-_199 a-elica a-elica a-elica
fogliettob | fogliettob | fogliettob | :VAL_165 :GLU-_200 a-elica a-elica a-elica
fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLU-_166 " TYR_201 a-elica a-elica a-elica
fogliettob | fogliettob | :ASP-_167 a-elica :LEU_202 a-elica a-elica a-elica
fogliettob | fogliettob | :SER_168 a-elica ‘THR_203 a-elica a-elica a-elica
fogliettob | fogliettob | :ALA_169 a-elica ‘TYR_204 a-elica a-elica a-elica
:ASP-_170 a-elica :SER_205 a-elica a-elica a-elica
a-elica ‘PHE_171 a-elica :LEU_206 a-elica | fogliettob | fogliettob
a-elica VAL_172 a-elica :LYS+_207 a-elica | fogliettob | fogliettob
a-elica Turn ‘SER_173 a-elica :LEU_208 fogliettob | foglietto b
a-elica elica 3¢ elica 3¢ :PHE_174 a-elica fogliettob | :LYS+_209 fogliettob | fogliettob
a-elica elica 39 elica 3¢ :PHE_175 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :LYS+_210 foglietto b | foglietto b
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Seq uenza di g: rrt]é%z a Docking SA Sequenza di pp:r?ézz a Docking SA
:GLY_211 fogliettob | fogliettob | :LYS+_246
‘THR_212 fogliettob | fogliettob | :LEU_247
:SER_213 fogliettob | fogliettob | :ALA_248
:GLN_214 Turn Turn :GLN_249
ILYS+_215 a-elica Turn Turn ‘LEU_250
:ASP-_216 a-elica :GLU-_251
:GLU-_217 a-elica :LYS+_252
‘THR_218 a-elica :LEU_253
‘PHE_219 a-elica :GLN_254
:ASN_220 a-elica a-elica a-elica | :ASP-_255
:LEU_221 a-elica a-elica a-elica | :GLU-_256
:PRO_222 a-elica a-elica a-elica | :GLU-_257
:ARG+_223| a-elica a-elica a-elica :LEU_258
‘LEU_224 a-elica a-elica a-elica | :ASP-_259 a-elica
:CYSH_225| a-elica a-elica a-elica :PRO_260 a-elica a-elica
:ILE_226 a-elica a-elica a-elica | :GLU-_261 a-elica a-elica a-elica
:ARG+_227| a-elica a-elica a-elica ‘PHE_262 a-elica a-elica a-elica
ILYS+_228 a-elica Turn Turn 'VAL_263 a-elica a-elica a-elica
:PHE_229 a-elica Turn Turn :GLN_264 a-elica a-elica a-elica
:PHE_230 :GLN_265 a-elica a-elica a-elica
:PRO_231 ‘VAL_266 a-elica a-elica a-elica
:LYS+_232 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ALA_267 a-elica a-elica a-elica
'LYS+_233| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ASP-_268 a-elica a-elica a-elica
:LYS+_234 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :PHE_269 a-elica a-elica a-elica
:CYSH_235| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :CYSH_270 a-elica a-elica a-elica
:PHE_236 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :SER_271 a-elica a-elica a-elica
‘VAL_237 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :TYR_272 a-elica a-elica a-elica
:PHE_238 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ILE_273 a-elica
:ASP_239 fogliettob | fogliettob | :PHE_274 a-elica Turn
:ARG+_240 :SER_275 a-elica Turn
‘PRO_241 :ASN_276 a-elica Turn
VAL_242 :SER_277 fogliettob | fogliettob
HIS_243 LYS+_278 fogliettob | fogliettob
:ARG+_244 Turn fogliettob | fogliettob
:ARG+_245 Turn fogliettob | fogliettob | fogliettob

Sequenza di ;’; rrt]qte?\z a Docking SA
fogliettob | fogliettob | fogliettob
fogliettob

Turn
Turn fogliettob | fogliettob
Turn fogliettob | fogliettob
fogliettob | fogliettob | fogliettob
fogliettob | fogliettob | fogliettob
fogliettob | fogliettob | fogliettob
a-elica
a-elica elica 3o
a-elica elica 3¢9
a-elica a-elica elica 3p
a-elica a-elica elica 30
a-elica a-elica a-elica
a-elica a-elica a-elica
a-elica a-elica a-elica
a-elica a-elica a-elica
a-elica a-elica a-elica
a-elica a-elica a-elica
a-elica a-elica a-elica
a-elica a-elica a-elica
a-elica a-elica a-elica
a-elica a-elica a-elica
a-elica a-elica a-elica
a-elica a-elica a-elica
a-elica a-elica a-elica
a-elica
fogliettob | fogliettob
fogliettob | fogliettob
fogliettob | fogliettob
‘MET_312 a-elica
:GLU-_313 a-elica
:ASN_314 a-elica
:ALA_315 a-elica a-elica a-elica
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Punto

Punto

Punto

Sequenzaa di partenza Docking SA Sequenza di partenza Docking SA Sequenza di partenza Docking | SA
‘VAL_316 a-elica a-elica | a-elica | :GLN_351 a-elica a-elica a-elica :ALA_386 a-elica a-elica | a-elica
‘LEU_317 a-elica a-elica | a-elica | :GLU-_352 a-elica a-elica a-elica :GLN_387 a-elica a-elica | a-elica
:ALA_318 a-elica a-elica | a-elica | :LEU_353 a-elica a-elica a-elica :LEU_388 a-elica a-elica | a-elica
‘LEU_319 a-elica a-elica | a-elica | :LEU_354 a-elica a-elica a-elica :GLU-_389 a-elica a-elica | a-elica
:ALA_320 a-elica a-elica | a-elica | :ASP-_355 a-elica a-elica a-elica :LYS+_390 a-elica a-elica | a-elica
:GLN_321 a-elica a-elica | a-elica | :LEU_356 a-elica a-elica a-elica :LYS+_ 391 a-elica a-elica | a-elica
:ILE_322 a-elica a-elica | a-elica :HIS_357 a-elica a-elica a-elica :ARG+_392 a-elica a-elica | a-elica
:GLU-_323 a-elica :ARG+_358 a-elica a-elica a-elica :ASP-_393 a-elica a-elica | a-elica
:ASN_324 a-elica :ASP-_359 a-elica a-elica a-elica :ASP-_394 a-elica a-elica | a-elica
:SER_325 a-elica :SER_360 a-elica a-elica a-elica :PHE_395 a-elica a-elica | a-elica
:ALA_326 a-elica a-elica | a-elica | :GLU-_361 a-elica a-elica a-elica :CYSH_396 a-elica a-elica | a-elica
‘ALA_327 a-elica a-elica | a-elica | :ARG+_362 a-elica a-elica a-elica :LYS+_397 a-elica a-elica | a-elica
‘VAL_328 a-elica a-elica | a-elica | :GLU-_363 a-elica a-elica a-elica :GLN_398 a-elica a-elica | a-elica
:GLN_329 a-elica a-elica | a-elica | :ALA_364 a-elica a-elica a-elica :ASN_399 a-elica a-elica | a-elica
:LYS+_330 a-elica a-elica | a-elica | :ILE_365 a-elica a-elica a-elica :GLN_400 a-elica a-elica | a-elica
‘ALA_331 a-elica a-elica | a-elica | :GLU-_366 a-elica a-elica a-elica :GLU-_401 a-elica a-elica | a-elica
:ILE_332 a-elica a-elica | a-elica | :VAL_367 a-elica a-elica a-elica :ALA_402 a-elica a-elica | a-elica
:ALA_333 a-elica a-elica | a-elica | :PHE_368 a-elica a-elica a-elica :SER_403 a-elica a-elica | a-elica
HIS_334 a-elica a-elica | a-elica | :ILE_369 a-elica a-elica a-elica :SER_404 a-elica a-elica | a-elica
" TYR_335 a-elica Turn Turn | :ARG+_370 a-elica a-elica a-elica :ASP-_405 a-elica a-elica | a-elica
:GLU-_336 a-elica :SER_371 fogliettob | :ARG+_406 a-elica a-elica | a-elica
:GLN_337 a-elica :SER_372 fogliettob | :CYSH_407 a-elica a-elica | a-elica
:GLN_338 a-elica :PHE_373 fogliettob | :SER_408 a-elica a-elica | a-elica
‘MET_339 a-elica LYS+_374 :GLY_409 a-elica a-elica | a-elica
:GLY_340 a-elica :ASP-_375 | fogliettob | fogliettob :LEU_410 a-elica a-elica | a-elica
:GLN_341 a-elica ‘VAL_376 | fogliettob | fogliettob | Turn(i+3) | :LEU_411 a-elica a-elica | a-elica
1LYS+_342 a-elica :ASP-_377 Turn Turn (i+3) | :GLN_412 a-elica a-elica | a-elica
‘VAL_343 a-elica :HIS_378 a-elica | Turn (i+3) | :VAL_413 a-elica a-elica | a-elica
:GLN_344 LEU_379 a-elica a-elica a-elica :ILE_414 a-elica a-elica | a-elica
:LEU_345 :PHE_380 a-elica a-elica a-elica :PHE_415 a-elica a-elica | a-elica
:PRO_346 :GLN_381 a-elica a-elica a-elica :SER_416 a-elica a-elica | a-elica
‘THR_347 LYS+_382 a-elica a-elica a-elica :PRO_417 a-elica a-elica | a-elica
:GLU-_348 :GLU-_383 a-elica a-elica a-elica :LEU_418 a-elica a-elica | a-elica
:SER_349 ‘LEU_384 a-elica a-elica a-elica :GLU-_419 a-elica a-elica | a-elica
:LEU_350 a-elica a-elica | a-elica | :ALA_385 a-elica a-elica a-elica :GLU-_420 a-elica a-elica | a-elica
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Sequenzgl di g: r?é(r)'nz a Docking SA Sequenza di ppelljr?ézz a Docking SA Sequenza di g: r?éiz a Docking SA
:GLU-_421 a-elica a-elica a-elica :GLN_456 a-elica VAL 491 a-elica a-elica | a-elica
‘VAL_422 a-elica a-elica a-elica :ALA_457 a-elica a-elica | a-elica | :GLU-_492 a-elica a-elica | a-elica
:LYS+_423 a-elica a-elica a-elica | :GLU-_458 a-elica a-elica | a-elica | :ARG+_493 a-elica a-elica | a-elica
‘ALA_424 a-elica Turn :GLU-_459 a-elica a-elica | a-elica| :VAL_494 a-elica a-elica | a-elica
:GLY_425 a-elica Turn :ILE_460 a-elica a-elica | a-elica| :LYS+_495 a-elica a-elica | a-elica
:ILE_426 :LEU_461 a-elica a-elica | a-elica| :ALA_496 a-elica a-elica | a-elica
TYR_427 :GLN_462 a-elica a-elica | a-elica | :GLU-_497 a-elica a-elica | a-elica
:SER_428 fogliettob | :THR_463 a-elica a-elica | a-elica| :SER_498 a-elica a-elica | a-elica
LYS+_429 fogliettob | :TYR_464 a-elica a-elica | a-elica| :ALA_ 499 a-elica a-elica | a-elica
:PRO_430 fogliettob | :LEU_465 a-elica a-elica | a-elica| :GLN_500 a-elica a-elica | a-elica
:GLY_431 'LYS+_466 a-elica a-elica | :ALA_501 a-elica a-elica | a-elica
:GLY_432 a-elica ‘SER_467 a-elica a-elica| :SER_502 a-elica a-elica | a-elica
"TYR_433 a-elica a-elica a-elica | :LYS+_468 a-elica :ALA_503 a-elica a-elica | a-elica
:ARG+_434 a-elica a-elica a-elica | :GLU-_469 a-elica a-elica | a-elica | :LYS+_504 a-elica a-elica | a-elica
‘LEU_435 a-elica a-elica a-elica :SER_470 a-elica a-elica | a-elica| :MET_505 a-elica a-elica | a-elica
:PHE_436 a-elica a-elica a-elica ‘MET_471 a-elica a-elica | a-elica| :LEU_506 a-elica a-elica | a-elica
‘VAL_437 a-elica a-elica a-elica ‘THR_472 a-elica a-elica | a-elica| :GLN_507 a-elica a-elica | a-elica
:GLN_438 a-elica a-elica a-elica | :ASP-_473 a-elica a-elica | a-elica | :GLU-_508 a-elica a-elica | a-elica
:LYS+_439 a-elica a-elica a-elica :ALA 474 a-elica a-elica | a-elica| :MET_509 a-elica a-elica | a-elica
'LEU_440 a-elica a-elica a-elica JILE_475 a-elica a-elica | a-elica| :GLN_510 a-elica a-elica | a-elica
:GLN_441 a-elica a-elica a-elica :LEU_476 a-elica a-elica | a-elica | :ARG+_511 a-elica a-elica | a-elica
ASP-_442 a-elica a-elica a-elica | :GLN_477 a-elica a-elica | a-elica| :LYS+_512 a-elica a-elica | a-elica
‘LEU_443 a-elica a-elica a-elica ‘THR_478 a-elica a-elica | a-elica| :ASN_513 a-elica a-elica | a-elica
LYS+_444 a-elica a-elica a-elica | :ASP-_479 a-elica a-elica | a-elica| :GLU-_514 a-elica a-elica | a-elica
ILYS+_445 a-elica a-elica a-elica | :GLN_480 :GLN_515 a-elica a-elica | a-elica
LYS+_446 a-elica a-elica a-elica | :THR_481 ‘MET_516 a-elica a-elica | a-elica
TYR_447 a-elica a-elica a-elica :LEU_482 ‘MET_517 a-elica a-elica | a-elica
‘TYR_448 a-elica a-elica a-elica ‘THR_483 a-elica a-elica | a-elica| :GLU-_518 a-elica a-elica | a-elica
:GLU-_449 a-elica a-elica a-elica | :GLU-_484 a-elica a-elica | a-elica| :GLN_519 a-elica a-elica | a-elica
:GLU-_450 a-elica a-elica a-elica | :LYS+_485 a-elica a-elica | a-elica| :LYS+_520 a-elica a-elica | a-elica
:PRO_451 :GLU-_486 a-elica a-elica | a-elica| :GLU-_521 a-elica a-elica | a-elica
:ARG+_452 LYS+_487 a-elica a-elica | a-elica | :ARG+_522 a-elica a-elica | a-elica
LYS+_453 :GLU-_488 a-elica a-elica | a-elica| :SER_523 a-elica a-elica | a-elica
:GLY_454 JILE_489 a-elica a-elica | a-elica| :TYR_524 a-elica a-elica | a-elica
:ILE_455 Turn :GLU-_490 a-elica a-elica | a-elica| :GLN_525 a-elica a-elica | a-elica
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Sequenzaa di E:r?;%za Docking SA Sequenza di g:r?é%za Docking SA Sequenza di Ez;?(ta%za Docking SA
:GLU-_526 a-elica a-elica | a-elica | :LEU_561 a-elica a-elica a-elica
HIS_527 a-elica a-elica | a-elica | :LYS+_562 a-elica a-elica a-elica
(LEU_528 a-elica a-elica a-elica | :GLU-_563 a-elica a-elica a-elica
LYS+_529 a-elica a-elica | a-elica | :GLY_564 a-elica a-elica a-elica
:GLN_530 a-elica a-elica a-elica | :PHE_565

:LEU_531 a-elica a-elica | a-elica | :GLN_566 Turn

‘THR_532 a-elica a-elica a-elica | :LYS+_567 a-elica a-elica a-elica
:GLU-_533 a-elica a-elica | a-elica | :GLU-_568 a-elica a-elica a-elica
:LYS+_534 a-elica a-elica | a-elica | :SER_569 a-elica a-elica a-elica
‘MET_535 a-elica a-elica | a-elica | :ARG+_570 a-elica a-elica a-elica
:GLU-_536 a-elica a-elica | a-elica ILE_571 a-elica a-elica a-elica
:ASN_537 a-elica a-elica | a-elica | :MET_572 a-elica a-elica a-elica
:ASP-_538 a-elica a-elica | a-elica | :LYS+_573 a-elica a-elica a-elica
:ARG+_539 a-elica a-elica | a-elica | :ASN_574 a-elica a-elica a-elica
‘VAL_540 a-elica a-elica | a-elica | :GLU-_575 a-elica a-elica a-elica
:GLN_541 a-elica a-elica | a-elica :ILE_576 a-elica a-elica a-elica
‘LEU_542 a-elica a-elica | a-elica | :GLN_577 a-elica a-elica a-elica
:LEU_543 a-elica a-elica | a-elica | :ASP-_578 a-elica a-elica a-elica
'LYS+_544 a-elica a-elica | a-elica | :LEU_579 a-elica a-elica a-elica
:GLU-_545 a-elica a-elica | a-elica | :GLN_580 a-elica a-elica a-elica
:GLN_546 a-elica a-elica | a-elica | :THR_581 a-elica a-elica a-elica
:GLU-_547 a-elica a-elica | a-elica | :LYS+_582 a-elica a-elica a-elica
:ARG+_548 a-elica a-elica | a-elica | :MET_583 a-elica a-elica a-elica
‘THR_549 a-elica a-elica | a-elica | :ARG+_584 a-elica a-elica a-elica
:LEU_550 a-elica a-elica | a-elica | :ARG+_585 a-elica a-elica a-elica
‘ALA_551 a-elica a-elica | a-elica | :ARG+_586

:LEU_552 a-elica a-elica | a-elica | :LYS+_587
:LYS+_553 a-elica a-elica | a-elica | :ALA_588

‘LEU_554 a-elica a-elica | a-elica | :CYSH_589| fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLN_555 a-elica a-elica | a-elica | :THR_50 fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLU-_556 a-elica a-elica | a-elica :ILE_591 fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLN_557 a-elica a-elica | a-elica | :SER_592

:GLU-_558 a-elica a-elica | a-elica

:GLN_559 a-elica a-elica | a-elica

:LEU_560 a-elica a-elica | a-elica

®Sono evidenziati gli aa ddb-loop (in giallo); switch I (in magenta);switch 1l (in verde) eregione di
connessiongin arancione).
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Tabella 17. Parametri strutturali della proteifdM1 nel complesso trimerico iniziale (punto
di partenza), ottenuto ddbckinge dopoli simulated anealing(SA).

Sequenzg di E:r?é%za Docking SA Sequenza di Ez;?é%za Docking SA Sequenza di Ez;?(ta%za Docking SA
IMETN_1 :SER_36 | fogliettob fogliettob | :GLY_71

:PRO_2 :ASP-_37 SER_72

HIS_3 :SER_38 :GLY_73

:GLU-_4 :PRO_39 :SER_74

:PRO_5 ‘SER_40 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :CYSH_75

HIS_6 ‘ALA_41 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLY_76

:GLU-_7 ‘PHE_42 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :SER_77

:PRO_8 :ARG+_43| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :SER_78

'LEU_9 :ALA_44 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :SER_79

‘THR_10 :SER_45 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLY_80 | fogliettob

‘PRO_11 :ARG+_46| fogliettob | fogliettob | fogliettob HIS_81 fogliettob

:PRO_12 :SER_47 | fogliettob :ARG+_82 | fogliettob

‘PHE_13 HIS_48 | fogliettob :PRO_83

:SER_14 Turn :SER_49 :CYSH_84 fogliettob | fogliettob
‘ALA_15 Turn :ARG+_50| fogliettob :ALA_85 fogliettob | fogliettob
‘LEU_16 ‘ASN_51 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ASP-_86 fogliettob | fogliettob
‘PRO_17 :ALA_52 | fogliettob | fogliettob | fogliettob :ILE_87

:ASP-_18 ‘THR_53 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :LEU_88

:PRO_19 :ARG+_54| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLU-_89

:ALA_20 :SER_55 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :VAL_90

‘GLY_21 ‘HIS_56 | fogliettob :GLY_91

‘ALA_22 ‘SER_57 ‘MET_92

:PRO_23 ‘HIS_58 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :LEU_93 fogliettob | fogliettob
:SER_24 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :SER_59 | fogliettob [ fogliettob | fogliettob | :LEU_94 fogliettob | fogliettob
:ARG+_25| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :HIS_60 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :SER_95 fogliettob | fogliettob
:ARG+_26| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :SER_61 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :LYS+_96

‘GLN_27 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :PRO_62 :ILE_97 fogliettob | fogliettob
:SER_28 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ARG+_63| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ASN_98 fogliettob | fogliettob
:ARG+_29| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :HIS_64 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :SER_99

‘GLN_30 fogliettob | fogliettob | :SER_65 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :LEU_100 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
ARG+ 31 fogliettob | fogliettob | :LEU_66 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ALA_101 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:PRO_32 :ARG+_67| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :HIS_102 | fogliettob [ fogliettob | fogliettob
:GLN_33 | fogliettob HIS_68 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :LEU_103 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
‘LEU_34 | fogliettob :SER_69 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ARG+_104| fogliettob | fogliettob | fogliettob
:SER_35 | fogliettob fogliettob | :PRO_70 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ALA_105
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:ALA_106 :GLY_141 :ARG+_176| fogliettob | fogliettob | fogliettob
:PRO_107 fogliettob | fogliettob | :SER_142 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :VAL_177 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:CYSH_108 fogliettob | fogliettob | :VAL_143 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :PRO_178 a-elica a-elica a-elica
:ASN_109 fogliettob | fogliettob | :TYR_144 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :MET_179 a-elica a-elica a-elica
:ASP-_110 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :SER_145 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLU-_180 a-elica a-elica a-elica
:LEU_111 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLY_146 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :VAL_181 a-elica a-elica a-elica
HIS_112 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ILE_147 | fogliettob [ fogliettob | fogliettob | :VAL_182 a-elica a-elica a-elica
:ALA_113 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ARG+_148| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :LEU_183 a-elica a-elica a-elica
‘THR_114 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :VAL_149 Turn fogliettob | fogliettob | :LEU_184 a-elica a-elica a-elica
'LYS+_115 Turn :SER_150 Turn (LYS+_185 a-elica a-elica a-elica
:LEU_116 Turn :ASP-_151 Turn (LYS+_186 a-elica a-elica a-elica
‘ALA_117 fogliettob | :ASN_152 ‘VAL_187 a-elica | fogliettob | fogliettob
‘PRO_118 | fogliettob fogliettob | :LEU_153 | fogliettob [ fogliettob | fogliettob | :SER_188 fogliettob | fogliettob
:GLY_119 | fogliettob fogliettob | :PRO_154 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :SER_189 fogliettob | fogliettob
:LYS+_120 fogliettob | :VAL_155 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLY_190

:GLU-_121 ‘ALA_156 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :PHE_191

ILYS+_122 :ILE_157 fogliettob | foglietto b | fogliettob | :SER_192

:GLU-_123 :LYS+_158 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLY_193

‘PRO_124 :HIS_159 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :VAL_194

:LEU_125 ‘VAL_160 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ILE_195 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLU-_126 :GLU-_161 fogliettob | fogliettob | :ARG+_196( fogliettob | fogliettob | fogliettob
:SER_127 LYS+_162 Turn :LEU_197 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLN_128 :ASP-_163 Turn :LEU_198

‘TYR_129 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ARG+_164 :ASP-_199 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLN_130 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ILE_165 ‘TRP_200 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
‘VAL_131 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :SER_166 :PHE_201 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLY_132 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ASP-_167 fogliettob | :GLU-_202 | fogliettob [ fogliettob | fogliettob
:PRO_133 ‘TRP_168 | fogliettob [ fogliettob | fogliettob | :ARG+_203| fogliettob [ fogliettob | fogliettob
‘LEU_134 :GLY_169 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :PRO_204

:LEU_135 :GLU-_170 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ASP-_205

:GLY_136 (LEU_171 fogliettob | fogliettob | :SER_206 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:SER_137 :PRO_172 :PHE_207 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLY_138 :ASN_173 ‘VAL_208 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLY_139 Turn :GLY_174 :LEU_209 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:PHE_140 Turn ‘THR_175 | fogliettob [ fogliettob | fogliettob | :ILE_210 | fogliettob [ fogliettob | fogliettob
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a Punto _ Punto i Punto :
Sequenza di Docking SA Sequenza di Docking SA Sequenza di partenza Docking SA
partenza partenza
:LEU_211 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :VAL_246 a-elica a-elica a-elica :GLY_281 fogliettob
:GLU-_212 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ARG+_247| a-elica a-elica a-elica fogliettob | fogliettob | fogliettob
fogliettob | fogliettob | fogliettob | :HIS_248 a-elica a-elica a-elica fogliettob | fogliettob | foglietto b
fogliettob | fogliettob | fogliettob ‘ a-elica a-elica a-elica fogliettob | fogliettob | fogliettob
fogliettob a-elica fogliettob | fogliettob | fogliettob
fogliettob | fogliettob ‘ a-elica fogliettob fogliettob
fogliettob | fogliettob | foglietto b a-elica
fogliettob | fogliettob | fogliettob fogliettob fogliettob | fogliettob
fogliettob | fogliettob ‘VAL_254 | fogliettob | fogliettob | fogliettob fogliettob | fogliettob
:LEU_220 a-elica a-elica a-elica :LEU_255 | fogliettob | fogliettob | fogliettob fogliettob | fogliettob
‘PHE_221 a-elica a-elica a-elica HIS_256 fogliettob | fogliettob
:ASP-_222 a-elica a-elica a-elica | :ARG+_257 fogliettob | fogliettob
‘PHE_223 a-elica a-elica a-elica :ASP-_258 fogliettob | fogliettob fogliettob | fogliettob
(ILE_224 a-elica a-elica a-elica :ILE_259 fogliettob | fogliettob
‘THR_225 a-elica a-elica a-elica | :LYS+_260 fogliettob | fogliettob
:GLU-_226 a-elica :ASP-_261 fogliettob | fogliettob
:ARG+_227 a-elica :GLU-_262
:GLY_228 :ASN_263 fogliettob | fogliettob fogliettob | fogliettob
:ALA_229 :ILE_264 | fogliettob | fogliettob | fogliettob fogliettob | fogliettob
:LEU_230 :LEU_265 | fogliettob | fogliettob | fogliettob fogliettob | fogliettob
‘GLN_231 :ILE_266 | fogliettob | fogliettob | fogliettob a-elica
:GLU-_232 a-elica a-elica a-elica :ASP-_267 | fogliettob | fogliettob | fogliettob a-elica
:GLU-_233 a-elica a-elica a-elica ‘LEU_268 a-elica
‘LEU_234 a-elica a-elica a-elica :ASN_269 a-elica
:ALA_235 a-elica a-elica a-elica | :ARG+_270 Turn
:ARG+_236 a-elica a-elica a-elica :GLY_271 Turn
:SER_237 a-elica a-elica a-elica | :GLU-_272 fogliettob | fogliettob
:PHE_238 a-elica a-elica a-elica :LEU_273 fogliettob | fogliettob fogliettob | fogliettob
:PHE_239 a-elica a-elica a-elica | :LYS+_274 | fogliettob | fogliettob | fogliettob fogliettob | fogliettob
‘TRP_240 a-elica a-elica a-elica :LEU_275 | fogliettob | fogliettob | fogliettob a-elica fogliettob | fogliettob
‘GLN_241 a-elica a-elica a-elica (ILE_276 | fogliettob | fogliettob | fogliettob a-elica fogliettob | fogliettob
‘VAL_242 a-elica a-elica a-elica :ASP-_277 fogliettob | fogliettob a-elica
ILEU_243 a-elica a-elica a-elica :PHE_278 fogliettob | fogliettob a-elica
‘GLU-_244 a-elica a-elica a-elica :GLY_279 a-elica
:ALA_245 a-elica a-elica a-elica :SER_280 :ALA_315 a-elica
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Sequenzgl di g:rrt]:r)'nza Docking SA Sequenza di g:rrtgzza Docking SA Sequenza di g;rrtgzza Docking SA
‘VAL_316 a-elica :SER_351 :LEU_386 fogliettob | fogliettob
‘TRP_317 a-elica :SER_352 a-elica a-elica a-elica :PRO_387 a-elica a-elica a-elica
:SER_318 a-elica :GLU-_353 a-elica a-elica a-elica :GLN_388 a-elica a-elica a-elica
:LEU_319 a-elica a-elica a-elica |:CYSH_354| a-elica a-elica a-elica | :GLU-_389 a-elica a-elica a-elica
:GLY_320 a-elica a-elica a-elica :GLN_355 a-elica a-elica a-elica | :THR_390 a-elica a-elica a-elica
JILE_321 a-elica a-elica a-elica :HIS_356 a-elica a-elica a-elica :ALA_391 a-elica a-elica Turn
:LEU_322 a-elica a-elica a-elica :LEU_357 a-elica a-elica a-elica | :GLU-_392 a-elica a-elica Turn
(LEU_323 a-elica a-elica a-elica [ILE_358 a-elica a-elica a-elica JILE_393 a-elica a-elica a-elica
‘TYR_324 a-elica a-elica a-elica |:ARG+_359| a-elica a-elica a-elica ‘HIS_394 Turn a-elica
:ASP-_325 a-elica a-elica a-elica ‘TRP_360 a-elica a-elica a-elica (LEU_395 Turn a-elica
‘MET_326 | elica3io a-elica a-elica | :CYSH_361| a-elica a-elica a-elica :HIS_396 fogliettob | foglietto b
‘VAL_327 elica 3o a-elica a-elica :LEU_362 a-elica :SER_397 fogliettob | fogliettob
:CYSH_328| elica3ig a-elica a-elica :ALA_363 :LEU_398

:GLY_329 Turn ‘LEU_364 :SER_399 fogliettob | fogliettob
:ASP-_330 Turn :ARG+_365 :PRO_400 fogliettob | fogliettob
:ILE_331 Turn :PRO_366 Turn :GLY_401

:PRO_332 :SER_367 Turn :PRO_402

‘PHE_333 :ASP-_368 Turn fogliettob | fogliettob | :SER_403

:GLU-_334 :ARG+_369 fogliettob | fogliettob | :LYS+_404

HIS_335 a-elica :PRO_370 fogliettob | fogliettob

:ASP-_336 a-elica ‘THR_371 a-elica fogliettob | fogliettob

:GLU-_337 a-elica ‘PHE_372 a-elica fogliettob | fogliettob

:GLU-_338 a-elica :GLU-_373 a-elica

:ILE_339 a-elica :GLU-_374 a-elica

:ILE_340 a-elica :ILE_375 elica 3o
:ARG+_341| a-elica ‘GLN_376 elica 3o

:GLY_342 a-elica :ASN_377 elica 3o

:GLN_343 | fogliettob [ fogliettob | fogliettob | :HIS_378

‘VAL_344 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :PRO_379 Turn

:PHE_345 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :TRP_380 Turn

‘PHE_346 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :MET_381 Turn
ARG+ 347 ‘GLN_382

:GLN_348 :ASP-_383
:ARG+_349 :‘VAL_384 fogliettob | fogliettob

:‘VAL_350 :LEU_385 fogliettob | fogliettob

4Sono evilenziati gliaadel G-loop (in giallo); la regione di connession@n celeste);l C-loop (in magenta); e
| Aloop (in verds.
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Tabella 18. Parametri strutturali del dimero dululinaa | / el lcdmplesso trimerico
iniziale (punto di partenza), ottenuto diaickinge dopo ilsimulated annealin¢SA).

Sequenzg di E:rr:(ta%za Docking SA Sequenza m Ez;?é%za Docking SA Sequenza di Ez;?ézzal Docking SA
'METN_1 ‘TYR_36 fogliettob | fogliettob ‘GLY_71 | elica 39
:ARG+_2 ‘VAL_37 fogliettob | fogliettob ‘THR_72 | elica 3o
:GLU-_3 fogliettob ffogliettob |fogliettob | :GLY_38 ‘MET_73 | elica 39
:ILE_4 fogliettob [fogliettob |fogliettob | :ASP-_39 :ASP-_74 | elica 39
:VAL_5 fogliettob [fogliettob |fogliettob | :SER_40 fogliettob | fogliettob ‘SER_75 | elica 30
HIS_6 fogliettob [fogliettob |fogliettob | :ALA_41 fogliettob | fogliettob VAL_76 | elica 3o
LE_7 fogliettob [fogliettob [fogliettob | :LEU_42 a-elica a-elica a-elica :ARG+_77| a-elica
:GLN_8 fogliettob [fogliettob |fogliettob :GLN_43 a-elica a-elica a-elica :SER_78 | a-elica
‘ALA_9 fogliettob [fogliettob |fogliettob | | gy 44 a-elica a-elica a-elica :GLY_79 | elica 3o
:GLY_10 a-elica ffogliettob |fogliettob | :GLU-_45 | a-elica a-elica a-elica :PRO_80
‘GLN_11 a-elica :ARG+_46 a-elica a-elica a-elica :PHE_81 | elica 3o
:CYSH_12 a-elica ILE_47 :GLY_82 | elica 39
:GLY_13 a-elica :ASN_48 :GLN_83 | elica 3¢
:ASN_14 a-elica 'VAL_49 ILEU_84 | elica 3o |[fogliettob | fogliettob
:GLN_15 a-elica :TYR_50 :PHE_85 fogliettob | fogliettob
:ILE_16 a-elica :TYR_51 |fogliettob [fogliettob | fogliettob :ARG+_86 fogliettob | fogliettob
:GLY_17 a-elica a-elica a-elica :ASN_52 | fogliettob |fogliettob | fogliettob :PRO_87 | elica 39
‘THR_18 a-elica a-elica a-elica :GLU-_53 | fogliettob |fogliettob | foglietto b :ASP-_88 | elica 3o
(LYS+_19 a-elica a-elica a-elica :SER_54 :ASN_89 | elica 3o
:PHE_20 a-elica a-elica a-elica :SER_55 :PHE_90 | elica 3o |fogliettob | fogliettob
‘TRP_21 a-elica a-elica a-elica :SER_56 (ILE_91 |fogliettob [ fogliettob | fogliettob
:GLU-_22 a-elica a-elica a-elica :GLN_57 :PHE_92 |fogliettob | fogliettob | fogliettob
‘VAL_23 a-elica :LYS+_58 | fogliettob [fogliettob | fogliettob :GLY_93 [fogliettob | fogliettob | fogliettob
ILE_24 a-elica :TYR_59 | fogliettob |fogliettob | fogliettob :GLN_94 [fogliettob | fogliettob | fogliettob
:SER_25 a-elica :VAL_60 | fogliettob |fogliettob | fogliettob ‘THR_95
:ASP-_26 a-elica :PRO_61 | fogliettob |fogliettob | fogliettob :GLY_96
:GLU-_27 a-elica :ARG+_62 fogliettob | fogliettob :ALA_97
HIS_28 a-elica :ALA_63 |fogliettob [fogliettob | fogliettob :GLY_98
:GLY_29 :ALA_64 | fogliettob [fogliettob | fogliettob :ASN_99
:ILE_30 fogliettob |[fogliettob :LEU_65 | fogliettob |fogliettob | fogliettob :ASN_100| a-elica | fogliettob
:ASP-_31 fogliettob |fogliettob | :VAL_66 |fogliettob |fogliettob | fogliettob ‘TRP_101| a-elica |fogliettob
:PRO_32 :ASP-_67 | fogliettob |fogliettob | fogliettob :ALA_102 | a-elica
:ALA_33 :LEU_68 'LYS+_103| a-elica
:GLY_34 :GLU-_69 :GLY_104 | a-elica
:GLY_35 :PRO_70 Turn HIS_105 | a-elica
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‘TYR_106 a-elica :GLY_141 :SER_176 fogliettob | foglietto b
‘THR_107 :GLY_142 :ASP-_177 fogliettob | fogliettob
:GLU-_108 ‘THR_143 Turn ‘THR_178 fogliettob | fogliettob
:GLY_109 :GLY_144 Turn 'VAL_179
‘ALA_110 :SER_145 a-elica 'VAL_180
:GLU-_111 :GLY_146 a-elica a-elica a-elica | :GLU-_181 a-elica a-elica elic
:LEU_112 ‘MET_147 a-elica a-elica a-elica | :PRO_182 a-elica a-elica elic
‘VAL_113 a-elica a-elica a-elica | :GLY_148 a-elica a-elica a-elica :TYR_183 a-elica a-elica elica”
:ASP-_114 a-elica a-elica a-elica | :THR_149 a-elica a-elica a-elica | :ASN_184 a-elica a-elica elic
‘ALA_115 a-elica a-elica a-elica | :LEU_150 a-elica a-elica a-elica | :ALA_185 a-elica a-elica elic
‘VAL_116 a-elica a-elica a-elica | :LEU_151 a-elica a-elica a-elica | :THR_186 a-elica a-elica el ca
:LEU_117 a-elica a-elica a-elica (ILE_152 a-elica a-elica a-elica | :LEU_187 a-elica elic
:ASP-_118 a-elica a-elica a-elica :SER_153 a-elica a-elica a-elica :SER_188 a-elica
‘VAL_119 a-elica a-elica a-elica | :LYS+_154 a-elica a-elica a-elica ‘VAL_189 a-elica
VAL_120 a-elica a-elica a-elica :ILE_155 a-elica a-elica a-elica :HIS_190 a-elica
‘ARG+_121| a-elica a-elica a-elica | :ARG+_156| a-elica a-elica a-elica :GLN_191 a-elica
LYS+_122| a-elica a-elica a-elica | :GLU-_157 a-elica :LEU_192 a-elica
'‘GLU-_123 | a-elica a-elica a-elica | :GLU-_158 | a-elica ‘VAL_193 a-elica
‘CYSH_124 Turn :PHE_159 a-elica :GLU-_194 Turn
:GLU-_125 Turn :PRO_160 Turn :ASN_195 Turn
‘HIS_126 Turn :ASP-_161 Turn fogliettob | fogliettob | :THR_196 foglietto b
:CYSH_127 ‘ARG+_162| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ASP-_197 fogliettob | fogliettob
:ASP-_128 :ILE_163 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLU-_198 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:CYSH_129 fogliettob ‘MET_164 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :THR_199 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:LEU_130 | fogliettob | fogliettob :ASN_165 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :TYR_200 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLN_131 | fogliettob ‘THR_166 | fogliettob [ fogliettob | fogliettob | :CYSH_201| fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLY_132 | fogliettob [ fogliettob | fogliettob | :PHE_167 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ILE_202 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:PHE_133 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :SER_168 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ASP-_203 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
‘GLN_134 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :VAL_169 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ASN_204 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:LEU_135 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :MET_170 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLU-_205 a-elica a-elica a-elica
:THR_136 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :PRO_171 fogliettob | :ALA 206 a-elica a-elica a-elica
:HIS_137 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :SER_172 fogliettob | :LEU_207 a-elica a-elica a-elica
:SER_138 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :PRO_173 fogliettob | :TYR_208 a-elica a-elica a-elica
:LEU_139 fogliettob | fogliettob | :LYS+_174 fogliettob | :ASP-_209 a-elica a-elica a-elica
:GLY_140 'VAL_175 fogliettob | :ILE_210 a-elica a-elica a-elica
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Sequenzgl di g;rrt]é?\za Docking SA Sequenza di E:rrt];%za Docking SA Sequenza di g:rrt]éiza Docking SA
:CYSH_211| a-elica a-elica a-elica | :LEU_246 Turn fogliettob | :TYR_281 Turn
:PHE_212 a-elica a-elica a-elica | :ASN_247 fogliettob | :ARG+_282 Turn
:ARG+_213| a-elica a-elica a-elica :ALA 248 fogliettob | :ALA 283 fogliettob Turn
‘THR_214 a-elica Turn a-elica :ASP-_249 a-elica a-elica ‘LEU_284 foglietto b

:LEU_215 fogliettob | fogliettob | :LEU_250 a-elica a-elica a-elica | :THR_285 foglietto b

ILYS+_ 216 fogliettob | fogliettob | :ARG+_251| a-elica a-elica a-elica ‘VAL_286 a-elica a-elica a-elica
‘LEU_217 fogliettob | fogliettob | :LYS+_252 a-elica a-elica a-elica :PRO_287 a-elica a-elica a-elica
‘THR_218 :LEU_253 a-elica a-elica a-elica | :GLU-_288 a-elica a-elica a-elica
‘THR_219 fogliettob | fogliettob | :ALA_ 254 a-elica a-elica a-elica ‘LEU_289 a-elica a-elica a-elica
:PRO_220 fogliettob | fogliettob | :VAL_255 a-elica a-elica a-elica ‘THR_290 a-elica a-elica a-elica
‘THR_221 a-elica | fogliettob | fogliettob | :ASN_256 a-elica a-elica a-elica | :GLN_291 a-elica a-elica a-elica
TYR_222 a-elica fogliettob | fogliettob | :MET_257 a-elica a-elica a-elica :GLN_292 a-elica a-elica a-elica
:GLY_223 a-elica ‘VAL_258 a-elica a-elica a-elica | :MET_293

ASP-_224 a-elica :PRO_259 :PHE_294

:LEU_225 a-elica a-elica a-elica :PHE_260 fogliettob | :ASP-_295 foglietto b | fogliettob
:ASN_226 a-elica a-elica a-elica :PRO_261 fogliettob | :ALA_ 296 fogliettob | fogliettob

HIS_227 a-elica a-elica a-elica | :ARG+_262 fogliettob | :ARG+_297 fogliettob | fogliettob
:LEU_228 a-elica a-elica a-elica | :LEU_263 :ASN_298

‘VAL_229 a-elica a-elica a-elica HIS_264 fogliettob | :MET_299 foglietto b | fogliettob
:SER_230 a-elica a-elica a-elica :PHE_265 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :MET_300 fogliettob | fogliettob
‘ALA_231 a-elica a-elica a-elica :PHE_266 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ALA_301 fogliettob | fogliettob
:THR_232 a-elica "MET_267 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ALA_302

‘MET_233 a-elica :PRO_268 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :CYSH_303

:SER_234 a-elica :GLY_269 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ASP-_304

:GLY_235 a-elica :PHE_270 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :PRO_305 Turn

‘VAL_236 a-elica :ALA_271 :ARG+_306|  Turn

‘THR_237 a-elica :PRO_272 fogliettob :HIS_307 Turn

:THR_238 a-elica ‘LEU_273 fogliettob | fogliettob | :GLY_308

:SER_239 a-elica ‘THR_274 foglietto b | fogliettob | :ARG+_309

LEU_240 a-elica :SER_275 fogliettob | fogliettob | :TYR_310 | fogliettob

:ARG+_241| a-elica :ARG+_276 Turn fogliettob | fogliettob | :LEU_311 | fogliettob

‘PHE_242 :GLY_277 Turn ‘THR_312 | fogliettob [ fogliettob | fogliettob
:PRO_243 :SER_278 ‘VAL_313 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLY_244 ‘GLN_279 fogliettob :ALA_314 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLN_245 Turn :GLN_280 fogliettob ‘THR_315 | fogliettob [ fogliettob | fogliettob
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'VAL_316 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :VAL_351 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :SER_386 a-elica a-elica | a-elica
:PHE_317 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ALA 352 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ALA_387 a-elica a-elica | a-elica
:ARG+_318| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :VAL_353 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :MET_388 a-elica a-elica | a-elica
:GLY_319 :CYSH_354| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :PHE_389 a-elica a-elica | a-elica
:PRO_320 :ASP-_355 fogliettob | fogliettob | :ARG+_390 a-elica a-elica | a-elica
‘MET_321 :ILE_356 fogliettob | fogliettob | :ARG+_391 Turn a-elica | a-elica
‘SER_322 a-elica :PRO_357 fogliettob | fogliettob | :LYS+_392
:MET_323 a-elica a-elica a-elica | :PRO_358 Turn foglietto b :ALA_393
LYS+_324 a-elica a-elica a-elica | :ARG+_359 Turn :PHE_394
:GLU-_325 a-elica a-elica a-elica | :GLY_360 :LEU_395 a-elica
‘VAL_326 a-elica a-elica a-elica :LEU_361 :HIS_396 a-elica
:ASP-_327 a-elica a-elica a-elica | :LYS+_362 ‘TRP_397 a-elica
:GLU-_328 a-elica a-elica a-elica :MET_363 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :PHE_398 a-elica
:GLN_329 a-elica a-elica a-elica ‘ALA_364 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :THR_399 a-elica
‘MET_330 a-elica a-elica a-elica :SER_365 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLY_400 a-elica
‘LEU_331 a-elica a-elica a-elica ‘THR_366 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLU-_401 a-elica
:ALA 332 a-elica a-elica a-elica :PHE_367 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLY_402 Turn
:ILE_333 a-elica a-elica a-elica :ILE_368 fogliettob | fogliettob | fogliettob | :MET_403
:GLN_334 a-elica a-elica a-elica :GLY_369 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ASP-_404
:SER_335 a-elica a-elica a-elica | :ASN_370 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLU-_405 Turn
LYS+_336 a-elica a-elica a-elica :SER_371 Turn fogliettob | fogliettob | :MET_406 elica 3o
:ASN_337 a-elica ‘THR_372 Turn fogliettob | fogliettob | :GLU-_407 elica 3o
:SER_338 Turn :ALA_373 Turn fogliettob | :PHE_408 elica 3o
:SER_339 Turn ILE_374 a-elica a-elica a-elica :THR_409 elica 3o
‘TYR_340 Turn fogliettob | :GLN_375 a-elica a-elica a-elica | :GLU-_410 a-elica a-elica | a-elica
‘PHE_341 fogliettob | :GLU-_376 a-elica a-elica a-elica ‘ALA_411 a-elica a-elica | a-elica
VAL_342 fogliettob | :LEU_377 a-elica a-elica a-elica | :GLU-_412 a-elica a-elica | a-elica
‘GLU-_343 Turn :PHE_378 a-elica a-elica a-elica :SER_413 a-elica a-elica | a-elica
‘TRP_344 Turn LYS+_379| a-elica a-elica a-elica | :ASN_414 a-elica a-elica | a-elica
:ILE_345 :ARG+_380| a-elica a-elica a-elica ‘MET_415 a-elica a-elica | a-elica
:PRO_346 :ILE_381 a-elica a-elica a-elica :ASN_416 a-elica a-elica | a-elica
:ASN_347 :SER_382 a-elica a-elica a-elica | :ASP-_417 a-elica a-elica | a-elica
:ASN_348 :GLU-_383 a-elica a-elica a-elica :LEU_418 a-elica a-elica | a-elica
‘VAL_349 fogliettob | fogliettob | :GLN_384 a-elica a-elica a-elica ‘VAL_419 a-elica a-elica | a-elica
:LYS+_350 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :PHE_385 a-elica a-elica a-elica :SER_420 a-elica a-elica | a-elica
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‘GLU- 421 | a-elica a-elca | a-elica | :GLY_456 ‘GLY_491

TYR_422 a-elica a-elica a-elica | :GLN_457 a-elica :ASP-_492

:GLN_423 a-elica a-elica a-elica | :ALA_458 a-elica Turn a-elica | :ASP-_493

:GLN_424 a-elica a-elica a-elica | :GLY_459 a-elica Turn a-elica | :SER_494

‘TYR_425 :\VAL_460 a-elica Turn a-elica | :PHE_495

:GLN_426 :GLN_461 a-elica a-elica | :ASN_496

:ASP-_428 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ILE_462 a-elica a-elica | a-elica | :THR_497

ALA_429 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLY_463 a-elica a-elica | a-elica | :PHE_498 | fogliettob

:THR_430 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ASN_464 a-elica a-elica | a-elica | :PHE_499 | fogliettob

:ALA_431 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ALA 465 a-elica a-elica | a-elica | :SER_500 | fogliettob

:ASN_432 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :CYSH_466| a-elica a-elica | a-elica | :GLU-_501

:ASP-_433 fogliettob | fogliettob | :TRP_467 a-elica a-elica | a-elica | :THR_502

‘GLY_434 fogliettob | :GLU-_468 a-elica a-elica | a-elica | :GLY_503

:GLU-_435 fogliettob | fogliettob | :LEU_469 a-elica a-elica | a-elica | :ALA_504

:GLU-_436 fogliettob | fogliettob | :TYR_470 a-elica a-elica | a-elica | :GLY_505

:ALA_437 fogliettob | fogliettob | :CYSH_471| a-elica a-elica | a-elica | :LYS+_506 Turn
:PHE_438 fogliettob | fogliettob | :LEU_472 a-elica a-elica | a-elica | :HIS_507 Turn
:GLU-_439 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLU-_473 a-elica :VAL_508 Turn
:ASP-_440 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :HIS_474 a-elica :PRO_509

:GLU-_441 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLY_475 :ARG+_510

:GLU-_442 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ILE_476 ‘ALA 511 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLU-_443 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLN_477 VAL _512 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLU-_443 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :PRO_478 :PHE_513 | fogliettob | fogliettob | fogliettob

ILE_444 fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ASP-_479 ‘VAL_514 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:ASP-_445 :GLY_480 :ASP-_515 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
‘GLY_446 ‘GLN_481 'LEU_516
‘METN_447 ‘MET_482 :GLU- 517
:ARG+_448 :PRO_483 :PRO_518

:GLU-_449 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :SER_484 ‘THR_519
:CYSH_450| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ASP-_485 ‘VAL_520 a-elica

:ILE_451 | fogliettob [ fogliettob | fogliettob | :LYS+_ 486 (ILE_521 a-elica

:SER_452 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :THR_487 :ASP-_522 a-elica

:ILE_453 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ILE_488 :GLU-_523 a-elica

:HIS_454 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLY_489 VAL 524 a-elica

'VAL_455 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLY_490 ‘ARG+_525| a-elica
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‘THR_526 Turn JALE_561 | elicadio a-elica | a-elica | :;THR_596 | a-elica a-elica | a-elica
:GLY_527 Turn :ASP-_562 a-elica a-elica a-elica :SER_597 a-elica a-elica a-elica
‘THR_528 Turn ‘LEU_563 a-elica a-elica a-elica | :LEU_598 a-elica a-elica a-elica
:TYR_529 Turn \VAL_564 a-elica a-elica a-elica | :LEU_599 a-elica a-elica a-elica
:ARG+_530 Turn :LEU_565 a-elica a-elica a-elica | :MET_600 a-elica a-elica a-elica
:GLN_531 Turn :ASP-_566 a-elica a-elica a-elica | :GLU-_601| a-elica a-elica a-elica
:LEU_532 :ARG+_567| a-elica a-elica a-elica | :ARG+_602| a-elica a-elica a-elica
:PHE_533 :ILE_568 a-elica a-elica a-elica | :LEU_603 a-elica a-elica a-elica
:HIS_534 :ARG+_569| a-elica a-elica a-elica | :SER_604 a-elica a-elica a-elica
:PRO_535 Turn :LYS+_570 a-elica a-elica a-elica | :VAL_605 a-elica a-elica a-elica
:GLU-_536 Turn :LEU_571 a-elica a-elica a-elica | :ASP-_606 a-elica a-elica a-elica
:GLN_537 fogliettob | fogliettob | :ALA 572 a-elica :TYR_607 a-elica a-elica a-elica
:LEU_538 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ASP-_573 a-elica :GLY_608

:ILE_539 fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLN_574 a-elica :LYS+_609 fogliettob
:THR_540 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :CYSH_575 a-elica 'LYS+_610 fogliettob
:GLY_541 fogliettob | fogliettob | :THR_576 Turn :SER_611 fogliettob
'LYS+_542 :GLY_577 :LYS+ 612 fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLU-_543 :LEU_578 | fogliettob :LEU_613 | fogliettob | fogliettob | foglietto b
:ASP-_544 :GLN_579 | fogliettob :GLU-_614 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
‘ALA_545 :GLY_580 | fogliettob | fogliettob :PHE_615 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
‘ALA_546 ‘PHE_581 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :SER_616 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:ASN_547 ‘LEU_582 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ILE_617 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:ASN_548 VAL _583 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :TYR_618 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:TYR_549 a-elica :PHE_584 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :PRO_619 fogliettob | fogliettob
:ALA_550 a-elica :HIS_585 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ALA_ 620 fogliettob | fogliettob
:ARG+_551 a-elica :SER_586 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :PRO_621

:GLY_552 a-elica Turn :PHE_587 Turn fogliettob | fogliettob | :GLN_622

:HIS_553 a-elica Turn :GLY_588 Turn ‘VAL_623

‘TYR_554 elic Turn :GLY_589 :SER_624

:THR_555 elic Turn :GLY_590 ‘THR_625

JILE_556 elic ‘THR_591 | a-elica :ALA_626

:GLY_557 | elica 3o :GLY_592 a-elica VAL_627
LYS+_558| elica 3o a-elica :SER_593 a-elica VAL 628

:GLU-_559 elica 3o a-elica a-elica :GLY_594 a-elica a-elica a-elica :GLU-_629 a-elica a-elica

:ILE_560 elica 3o a-elica a-elica ‘PHE_595 a-elica a-elica a-elica :PRO_630 a-elica a-elica Turn
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TYR_631 a-elica a-elica Tum :GLU-_666 :PHE_701 a-elica a-elica a-elica
:ASN_632 a-elica a-elica Turn :ARG+_667 :GLN_702 a-elica a-elica a-elica
:SER_633 | a-elica a-elica :PRO_668 :THR_703 a-elica a-elica elic
:ILE_634 a-elica :THR_669 :ASN_704 a-elica a-elica el ca
:LEU_635 a-elica :TYR_670 a-elica :LEU_705 a-elica elic
‘THR_636 a-elica ‘THR_671 a-elica ‘VAL_706

‘THR_637 a-elica a-elica a-elica | :ASN_672 a-elica a-elica a-elica | :PRO_707

:HIS_638 a-elica a-elica a-elica | :LEU_673 a-elica a-elica a-elica | :TYR_708 foglietto b
:THR_639 a-elica a-elica a-elica | :ASN_674 a-elica a-elica a-elica | :PRO_709 foglietto b
‘THR_640 a-elica a-elica a-elica | :ARG+_675| a-elica a-elica a-elica | :ARG+_710 fogliettob | fogliettob
‘LEU_641 a-elica a-elica a-elica ‘LEU_676 a-elica a-elica a-elica JLE_711 fogliettob | fogliettob
:GLU-_642 Turn ILE_677 a-elica a-elica a-elica :HIS_712 fogliettob | fogliettob
HIS_643 Turn :SER_678 a-elica a-elica a-elica :PHE_713 foglietto b | fogliettob
:SER_644 :GLN_679 a-elica a-elica a-elica :PRO_714 fogliettob | fogliettob
:ASP-_645 :ILE_680 a-elica a-elica a-elica :LEU_715 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:CYSH_646| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :VAL_681 a-elica a-elica a-elica :ALA_716 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:ALA 647 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :SER_682 a-elica :THR_717 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:PHE_648 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :SER_683 a-elica :TYR_718 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:MET_649 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ILE_684 a-elica ‘ALA 719

:\VAL_650 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :THR_685 a-elica :PRO_720 fogliettob
:ASP-_651 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ALA_686 “-elica VAL_721 fogliettob | fogliettob
:ASN_652 a-elica | fogliettob | fogliettob | :SER_687 “-elica JILE_722 fogliettob | fogliettob
:GLU-_653 | a-elica LEU_688 “-elica :SER_723 foglietto b | fogliettob
‘ALA_654 a-elica a-elica a-elica | :ARG+_689 Turn fogliettob | fogliettob | :ALA 724 Turn fogliettob | fogliettob
:ILE_655 a-elica a-elica a-elica | :PHE_690 fogliettob | fogliettob | :GLU-_725 Turn

-TYR_656 a-elica a-elica a-elica | :ASP-_691 fogliettob | fogliettob | :LYS+_ 726

:ASP-_657 a-elica a-elica a-elica :GLY_692 ALA_727 foglietto b

(ILE_658 a-elica a-elica a-elica | :ALA_693 " TYR_728 foglietto b
:CYSH_659| a-elica a-elica a-elica | :LEU_694 fogliettob | fogliettob | :HIS_729 Turn
:ARG+_660| a-elica a-elica a-elica | :ASN_695 fogliettob | fogliettob | :GLU-_730 Turn
:ARG+_661| a-elica a-elica a-elica | :VAL_696 fogliettob | fogliettob | :GLN_731 Turn
:ASN_662 a-elica a-elica a-elica | :ASP-_697 fogliettob | fogliettob | :LEU_732

:LEU_663 Turn el i c| :LEU_698 a-elica a-elica a-elica | :SER_733

:ASP-_664 el ic| THR 699 | a-elica a-elica | a-elica | :VAL 734 a-elica a-elica | a-elica

:ILE_665 :GLU-_700 a-elica a-elica a-elica | :ALA_735 a-elica a-elica a-elica

-111-




Sequenzg di g:rr:gr)'nza Docking SA Sequenza di pPelljrrtEZZa Docking SA Sequenza di g:rrt]éiza Docking SA
:GLU-_736 a-elica a-elica a-elica ‘PRO_771 a-elica :PRO_806 foglietto b
ILE_737 a-elica a-elica a-elica | :LYS+_772| elica 3o :THR_807 fogliettob | fogliettob
:THR_738 a-elica a-elica a-elica :ASP-_773 elica 3o a-elica a-elica :\VAL_808 foglietto b | fogliettob
:ASN_739 a-elica a-elica a-elica VAL_774 elica 3o a-elica a-elica ‘VAL_809 fogliettob | fogliettob
:ALA_740 elica 3o a-elica a-elica | :ASN_775 | elica 30 a-elica a-elca | :PRO_810
:CYSH_741| elica 3o ‘ALA_776 a-elica a-elica a-elica :GLY_811
PHE_742 ALA_T777 a-elica a-elica a-elica | :GLY_812
:GLU-_743 :ILE_778 elica 3o a-elica a-elica :ASP-_813 fogliettob
:PRO_744 Turn :ALA_779 elica 3o a-elica a-elica :LEU_814 fogliettob
‘ALA_745 Turn :THR_780 elica 3o a-elica a-elica :ALA_815 fogliettob
:ASN_746 Turn ILE_781 elica 3o a-elica el i c|:Lys+ 816 fogliettob
:GLN_747 LYS+_782| a-elica el ic| elic| VAL 817 foglietto b
‘MET_748 ‘THR_783 a-elica :GLN_818
‘VAL_749 fogliettob | :LYS+_784 Turn :ARG+_819| fogliettob | fogliettob | fogliettob
:LYS+_750 fogliettob | :ARG+_785 :ALA 820 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:CYSH_751 fogliettob | :SER_786 Turn \VAL_821 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:ASP-_752 fogliettob | :ILE_787 Turn :CYSH_822| fogliettob | fogliettob | fogliettob
:PRO_753 fogliettob | :GLN_788 Turn ‘MET_823 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
‘ARG+_754 :PHE_789 :LEU_824 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
HIS_755 fogliettob | :VAL_790 :SER_825 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:GLY_756 fogliettob | :ASP-_791 :ASN_826 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
LYS+_757 fogliettob | :TRP_792 :THR_827 | fogliettob | fogliettob | fogliettob
:TYR_758 fogliettob | :CYSH_793 :THR_828 | elica 3, | fogliettob | fogliettob
‘MET_759 :PRO_794 Turn :ALA_829 elica 3o | fogliettob | fogliettob
:ALA_760 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :THR_795 Turn foglietto b :ILE_830 elica 30 a-elica a-elica
:CYSH_761| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLY_796 | fogliettob | fogliettob :ALA_831 elica 3¢ a-elica a-elica
:CYSH_762| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :PHE_797 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLU-_832 a-elica a-elica a-elica
:LEU_763 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :LYS+ 798 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ALA_ 833 a-elica a-elica a-elica
:LEU_764 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :VAL_799 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :TRP_834 a-elica a-elica a-elica
:TYR_765 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :GLY_800 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ALA 835 a-elica a-elica a-elica
:ARG+_766| fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ILE_801 fogliettob | fogliettob | fogliettob | :ARG+_836 a-elica a-elica a-elica
:GLY_767 | fogliettob :ASN_802 | fogliettob | fogliettob | fogliettob | :LEU_837 a-elica a-elica a-elica
:ASP-_768 :TYR_803 :ASP-_838 a-elica a-elica a-elica
‘VAL_769 :GLN_804 fogliettob | :HIS_839 a-elica a-elica a-elica
VAL_770 :PRO_805 fogliettob | :LYS+_840 a-elica a-elica a-elica
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:PHE_841 a-elica a-elica a-elica | :LYS+_876 a-elica a-elica a-elica
:ASP-_842 a-elica a-elica a-elica :ASP-_877 a-elica a-elica a-elica
:LEU_843 a-elica a-elica a-elica :TYR_878 a-elica a-elica a-elica
‘MET_844 a-elica a-elica a-elica :GLU-_879 a-elica a-elica a-elica
:TYR_845 a-elica a-elica a-elica | :GLU-_880 a-elica a-elica a-elica
:ALA_846 a-elica a-elica a-elica ‘VAL_881 fogliettob | fogliettob
'LYS+_847 a-elica Turn :GLY_882 fogliettob | fogliettob
:ARG+_848 Turn ‘VAL_883 fogliettob | foglietto b
:ALA_849 Turn :ASP-_884 fogliettob | foglietto b
:PHE_850 a-elica Turn :SER_885
\VAL_851 a-elica \VAL_886
:HIS_852 a-elica :GLU-_887 foglietto b
:TRP_853 a-elica :GLY_888 fogliettob
‘TYR_854 a-elica :GLU-_889 foglietto b
‘VAL_855 a-elica :GLY_890 foglietto b
:GLY_856 a-elica :GLU-_891 fogliettob | fogliettob
:GLU-_857 a-elica :GLU-_892 fogliettob | fogliettob
:GLY_858 Turn :GLU-_893 fogliettob | fogliettob
‘MET_859 fogliettob | fogliettob | :GLY_894 foglietto b
:GLU-_860 fogliettob | fogliettob | :GLU-_896 fogliettob | foglietto b
:GLU-_861 fogliettob | fogliettob | :GLU-_896 fogliettob | foglietto b
:GLY_862 :TYR-897
:GLU-_863 fogliettob
:PHE_864 Turn fogliettob
:SER_865 a-elica a-elica a-elica
:GLU-_8656 a-elica a-elica a-elica
:ALA_867 a-elica a-elica a-elica
:ARG+_868 a-elica a-elica a-elica
:GLU-_869 a-elica a-elica a-elica
:ASP-_870 a-elica a-elica a-elica
‘MET_871 a-elica a-elica a-elica
:ALA_872 a-elica a-elica a-elica
:ALA_873 a-elica a-elica a-elica
:LEU_874 a-elica a-elica a-elica
:GLU-_875 a-elica a-elica a-elica

2 Sono evidenziati in giallo ghaappartenentila &l-dubulina.
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In particolare per quantaiguardala proteina GBP1 i maggiori cambiamenti conformazionali
hanno riguardato sia il sito catalitico cih@ominio ad elica(Tabellal16). Infatti, il modello
ottenuto havidenziato i seguenti cambiamenti conformazionali:

1 la regione aa57 aa74 Gwich ) perd f et t o del | O blih-tublmaini on e
parte rimane destrutturata ed in parte si strutttiogléetto b;

1 laregione aal6¥ aal74 sidestrutturp er ef fetto dell 6iint er a
adl66) con la protewchinasi PIM1 tale loop, inoltre,contiene un motivo di
riconoscimento del dominigVW _4;

1 la regione aal8b aal88 si struttura @glietto b per effettod e | | 6 i dekleop az i o
(2aal190i aal193)con lablll-tubuling

1 la regione aa2068 aa2l13 si struttura doglietto b; non e coinvolta in alcuna
interazione ma é nitw importante durante la fase di oligomerizzazione della prgteina

1 laregioneaa32Baa 325 si destruttura per effetto

Per quato riguarda la mteina PIM1 i maggiori cambiamenti conformazionali hanno
riguardato principalmentsia il sito catalitico (€loop; tabella 2: magen}ache il sito di
attivazione (Aloop; tabella 2: verde at t i a mantenere | 0attiwvi
(Figura 17. | cambiamenti conformazionali risultanti sono i seguenti:
1 leregioniaa84i asB6 e aa93 aa98si strutturao afoglietti b;
1 laregione aa250 aa252appartenente alddop si destruttura da-elicg
1 laregione aa25Baa261 si strutturafagliettob;
1 laregione aa28B aa293appartenente al #oop si struttura doglietto b; inoltre tale
regione contiene inotivo di riconoscimento del dominiBH2 STATS
1 la regione aa298 aa306a p p ar t e n-ooptsiestruttural aboglietto b fino
al | 6 a mmi3d0opaicsi ddstrutturacompletamentetale regione contienein
motivo di riconoximento del dominio 18-3 3, del dominioWW_4 edel dominio
PDZ_3;
1 la regione aa308 aa3l8a p p ar t e n-ooptsiestruturala doglietto b fino
al | 6 a mmBlimeapoiidastoutturarsi
1 laregione aa33baa342ad a-elicasi destruttura

1 laregiore aa368 aa372 si strutturafaglietto b;
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T

la regione aa396 aa400si struttura dogliettobper ef fetto del |l 61 |
loop (aal57i aal66) della GBRale regione contienen motivodi riconoscimento
sia del dominidl4-3-3_3 siadel dominioWW _4;

Per quanto riguardainfine, il dimero al/blll della Tubulina i maggiori cambiamenti

conformazionalhanno riguardatte tasche ospitanti GTP o GDPl e zone al |l 6i nt

i monomeroae be quelle di interazionecon GBP1 (Tabella 18). | canbiamenti

conformazionalrisultantisono i seguenti:

T

T
T
T
T

= =2 =4 =4

- =42 =42 4 A

la regione aall aal6appartenente alla tasca del G3iRlestruttura da-elica;

la regione aa2B aa28ad a-elica si destruttura

la regione aa70 aa90si destrutturae gli aa84 aa86 si strutturao a foglietti b;

la regione aal00 aalO6ada-elicasi destruttura;

la regione aal87 aal95ad a-elicas i destruttura per ef fe
GBP1;

la regione aa21b aa220 si strutturafagliettob;

la regione aa23R aa24l1ada-elicasi desruttura;

le regioniaa273 aa276aa283 aa285 e aa295aa301si strutturao a foglietti b;

la regione aa34P aa357al | 6i nt er f ac ca ab ststruturaafoglieto n o me
b;

le regioni aa3951 aa402e aad405i aa409 ada-elica si destrutturao per effetto

del |l 6interazione con GBP1;

la regione aab520aa53lada-el i ca al |l 60i nterdeaebsici a tra il

la regione aa54b aa558ad a-elica appartenente alla tasca del GTRestruttura

la regione aa62P aa636ada-elicasi destruttura

la regione aa68R as688ada-elica appartenente alla tasca del GTRestruttura

le regioniaa689 aa697 aa710i aa714 e aa72laa724si strutturao afoglietti b;

la regione aa77B aa781cambia conformazione ad elica passaddelica 3_10 ad-

elica;

la regione aa807 aa809 si strutturafaglietto b;

la regione aa850 aa858ad a-elicas i destruttura per effe
GBP1;

le regioniaa881i aa884e aa891i aa896si strutturao afoglietti b.

-115-



I cambiamenti conformazionalidividuati a livello del macrocomplesso fanno ipotizzare che

le tre proteinenel momento in cusi complessan@ssumono uno stadio conformazionale non
corrispondente a quello attivo dal punto di vista catalitico.

Inoltre, tali studi hannancheevidenziab cheil dominio adelicadi GBP1(312-592 Tabella

16) potrebbe andare incontro ad un possibile ripiegamento in quanto diverse zone strutturate
ad a-elica, nel momento in cui si forma il complesso trimeritendono a strutturarsi come

turn (335; 376378 e 424425 o a destrutturarsi (32325; 336343; 466468) (Tabella ).

Pertanto & possibile ipotizzare un cambiamento conformazionale in GBP&ndze & far
ripiegare su se stesse le eliche in esame in am@mnazione piu impacchettai.conferma

dicio,l 6 anal i sica ésegoiihha évidenziatsiu IGBP1 u ipotetico dominio 18-

3 3incorrispondena del |l a regione Q¥%al VvV adachmbd3Bdna mimd a
particolare,é stata individuataun 8 o mol ogi a nell a successione
dominio 143-3_3 di interazione proteipar ot ei na e | 6anal oga strut
all 6i nt er no folding riSiBaRe4sere diffarente.lIn particolare, la strutturazione

delle novea-eliche in GBP1 appare piu distesa e meno compatta di quelle caratteristiche del

dominio 143-3 (Figura48).

Figura 48. Confronto tra le nova-elichedd dominio 143-3 (in rossg PDB ID: 2B05) con le novea-elichedel

dominio ad elicali GBP1 {n biancq PDBID: 1F5N).

Il nfine, l 6anal i si bi oi nformati ca saachelac o mpl
presenza di diverse regiodhetendonoa passare per una strutturazione sdaga ad elica

310 € p 0 a cambiare tale tipologia di strutturazioneairelica (GBP1: 139151 e 29€293;

PIM1: 326328;al-tubulina: 557561; 773775; 778781 e 836831 Tabellel6-18).

Tali risultanti fanno ipotizzare che anche queste regioni sono adla thi cambiamenti

conformazionali indotti dalla formazione del trimero.
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Al fine di testare la stabilita termodinamica dabcraomplesso ottenuto dagli studi di
docking sututti i complessi ottenutilalla procedur@ombinata Monté&arlo/minimizzazione
e stata eseguitana procedurdi simulated anealing(SA, vedere parte sperimentalé)enti

cicli di tale procedura o generataltrettantodifferenti complessi trimeridiFigura49).

Fr 16 Fr17 Fr18 Fr19

Fr 20

Figura 49. Venti canplessi trimerici otteniuitdal smulatedannealing Le proteine sono mostrabe ribbonse
colorate rispettivamente in verde (PIMik) bianco (GBP1) e in celestaifulinaal/blll).
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Qu e s t Gsonbtuwtti canatterizzati da compenetrazionfioeti destrutturazioni, ad eccernie
del ventesimgFr20; Figura49) che érisultatoesserecapace di riprodurre sia il mellio di
interazione ottenuto dagli studi alocking (Figura 50) che la struttura secondaridi

g u e st abbeke 16h%), conferamandda stabilita termodinamica tmodello ottenuto.

Figura 50. Sovrapposizione detomplesso trimerico ottenuto dagli studiddicking(tubulinaal/blll in celeste

GBP1 inbiancoe PIM1 in verde) con il Fr20 ottenutodal smulated annealing(tubulinaal/blll in arancione,
GBP1linmagenta e PIM1n giallo).
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Al fine di investigare molecole farmacologicamente attive in grado di inibire la formazione

del

complesso GBPPIM1/blll-tubuling € stato sintetizzato un setdi

47 2

azapodofillotossine (APTS),la cui struttura &iportatain Tabellal9. Questi composti®o

stati prima testati presso il National Cancer Institute (NCI) su di un pandieBO linee

cellulari tumorali e poi, sottoposti allagtodica della COMPARE Analyst’

Tabella 19. Strutture delle Zazapodofillotossine (APTS).

Cmp
NSC750210
NSC750716
NSC750717
NSC750211
NSC750718
NSC750499
NSC756083
NSC79212
NSC751500
NSC750719
NSC750213
NSC751501
NSC751502
NSC756084
NSC756085
NSC756@6

OH

R1
6,7-OCH,O
6,7-OCH,O
6,7-OCH,O
6,7-OCH,O
6,7-OCH,O
6,7-OCH,O
6,7-OCH,O
6,7-(CHy)s
6,7-(CHy)3
6,7-(CHy)s
6,7-(CHy)3
6,7-(CHy)s
6,7-(CHy)3
6,7-(CHy)s
6,7-(CHy)s
6,7-(CHy)s

OCHs;
OCH;z;
OCHs;

OCH;z;

Cl
OCH;z;
OCH;z;
OCH;z;

OCH;
Br

Cl
Cl

Rs
OCH;
OCH;

H

H

OH
OCH;

H
OCH;
OCH;s

OH
OCHs;

Cl

R4
OCH
H
H
H
OCH:

OCHz;

I | T

OCHz;

II|T T I
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NSC750720 | 6,7-0(CHy),° | OCHs | OCH; | OCHs
NSC750721 | 6,7-O(CHy),° | OCHs | OCHs H
NSC750722 | 6,7-0(CHy),° | OCHs H H
NSC750723 | 6,7-O(CHy),° H H H
NSC751503 | 6,7-0(CH»),° | OCHs | OH OCHs
NSC751504 | 6,7-O(CHy),° H OCHs H
NSC756087 | 6,7-O(CH,).° Br H H
NSC756088 | 6,7-O(CHy),° cl H H
NSC759089 | 6,7-O(CH,).° Cl Cl H
NSC756090 6-OCHs OCHs | OCH; | OCHs
NSC756091 6-OCHs OCH; | OCHs H
NSC756092 6-OCHs OCHs H H
NSC756093 6-OCHs H H H
NSC756094 6-OCHs H OCHs H
NSC756095 6-OCHs Br H H
NSC756096 6-OCHs Cl Cl H
NSC756097 6,7-OCHs OCHs | OCH; | OCHs
NSC756098 6,7-OCHg OCH; | OCHs H
NSC756099 6,7-OCHs OCHs H H
NSC759100 6,7-OCHg H H H
NSC756101 6,7-OCHs OCHs | OH OCHs
NSC756102 6,7-OCHs H OCHs H
NSC756103 6,7-OCHs Br H H
NSC756104 6,7-OCHs Cl H H
NSC756105 6,7-OCHs Cl Cl H
NSC756106 6-CH,CHs OCH; | OCH; | OCHs
NSC750107 6-CH,CHs OCH; | OCH; H
NSC756108 6-CH,CHs H H H
NSC756110 6-CH,CHs Br H H
NSC756111 6-CH,CHs Cl H H
NSC756112 6-CH,CHs Cl Cl H

Da questi studi € emerso che 21 APTs sono attive in celluktemsial paclitaxel con uno
spettro dicitotossicita simile a quello di diversi farmaci antitumorali, tutti capaci di interferire
a livello del citoscheletro. In particolare, e stato possibile identificare 5 cluster con omologie
strutturali differenti (Fgura51).
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Figura5L. Schema mostrante | e 21 APTs pi% attive ottenut

sono rappresentati, con colori differenti, i 5 diversi cluster de®Zs con omologie strutturali differenti.

Partendo da questistiltati e al fine di valutare la capacita di questi composti di interferire con
il complesso multproteicoGBP1PIML/blll -tubulinaalla base della resistenza al paclitaxel,
le 21 APTs risultate essere piu attive sono state sottoposte alla tecriddlgi®urface
PlasmonResonancé€SPR). Dal momento che le isoforme della tubuliage(b), non sono
utilizzabili persaggiin vitro in quanto la lorcconformazione attivaichiede modifichgpost
trascrizionali non ottenibili con Iattuale tecnologiaricombinante questi studi sono stati
eseguiti considerando sa@BP1e PIM1, proteine che possono essere espliass&o.

Quetdi studi hanno evidenziatche i) il segnalgg e ner at o d &GBR1LFPIMbétdese a z 1 0 |
dipendente in un range di 8;280 nM con una K di 3814 nM e ii)solo il composto
NSC756093 capace di i GBR1PIVI1eal 836 con tna coardazian®ae
concentrazione percentual@i inibizione (Figura52).

-121-



NSC 756093 in 0.2% DMSO
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Figura 52. (A) PIM1 50 ug/ml e GBP1280 nM interazionecon il compostdNSC756093n 0,26 DMSO; (B)

PIM1 50 ug/ml e GBP1280nM interazionecon il compostoNSC75609((inattivo) in 0,26 DMSO. | differenti

colori presentinel grafico rappresentaria diversaconcentrazione di compostSC: linea rossal00 nm, blu

chiaroa 10 nm,1nM blu scurg verde0,1 nM, rosai ndi ca | 6 as s e, rtantmollo hesitivodt o mp o s
interazione.In tutti gli esperimati CA (anidrasi carbonicag stato utilizzato comeontrollo negativo(linea

arancione).

Perconfermare ulteriormente la capacitaNSC756093di inibirel 6 i nt eGBR1PIMD n e
sono stati effettuati anche saggi diioimunoprecipitazione icellule SKOV3 di carcinoma

ovarico resistenti al paclitaxelle cellule sono state trattafger 3ore con100 nM sia del
composto risultato attivo (NSC756093) che di un composto inattivo (NSC75608Qijtati

hanno dimostratche il trattamento coNSC756093nibisceldnterazione GBPERIM1 anche

in vitro, mentre il trattamento coBDimetilsolfossido PMSO) o con il composto inattivo
(NSC7560900n determinalcuramo dul azi one de |/RIMli(Fgurahd).azi one
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NSC 756090
| NSC 756093

$ DMso

Figura 53. Co-immunoprecipitazion€IP) di GBP1/PIM1 nella linea cellulareSKOV3 trattate per 3 ore con
NSC756093 (composto attivo) &5C756093 (composto inattivajilizzando una concentrazione X0 nM. |
segnalee stato rivelat@onanticorpiantrGBP1le visualizzato come uspecifica banddi 67kD. Corsial: lisato

di SKOV3. Corsia 2 flusso attraversao-IP. Corsia 3 flusso attraverso il controllo Corsia 4: co-IP di
GBPIPIM1 (utilizzando unanticorpo antiPIM1). Corsia 5: co-IP. Del controllo negativo(utilizzando un
anticorpo antigG). La presenza di& banda di 67kDin corsia 4 indica nessuna interferenzael legame
GBPYZPIM1 sia in presenza di DMS©Ghe delcomposto inattivaNSC756090]&ssenza della banda di 67kD
rilevabile in presenza dNSC756093indica che il compost@ in gradodi inibire | 6 i nt eGBRIPIMbA. n e
Questo esperimentdstato ripetutalue volte comisultati simili.

3.3d Identificazione di un possibile sito di legame per il derivato
azapodofillotossinico NSC756093 su GBP1 attraverso studi di
modellistica molecolee

Al fine di identificareun possibilesito di legameperl NSC756093uGBP1e/0PIM1, e stata
effettuata una dettagliata analisi strutturaléioinformatica (per i dettagli vedere parte
sperimentaleparagrafd3.5b) non solosulle strutturea raggi Xdei due bersagli proteici presi
in considerazione, cioe GBP1 e PIM1 mda] momento che i composti Podofillotossiig
Etoposide(2) ed NSC756093condividonouno scheletrastrutturalecomune compostodal
sistemapoliciclico B-D e dalléanello fenilicoE, pur presentandsostituentdifferenti (Tabella

20), anche sulle strutture a raggi X di :

1. Etoposiden complesso cotopasomerasilb (topollb) e DNA (PDBID: 3QX3);
2. Podofillotossinan complesso cofa tubulina(PDBID: 1SAY).
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Tabella 20. Strutture diPodofillotossing1), Etoposide 2), e NSC756093

R
R /B| )c(\YE\o
G Z\\(
i 0
R3 Rs
R4
Composto. X YZ | Ri | R» 'R;  Rs | Rs
1 CH | CH-CH | 6,7-OCH,0 -OH OCH; | OCH; | OCHs
HsC\-0 o
2 CH |CH-CH | 6,7-OCH,O i %&%O OCH;| OH |OCHs
~N
NSC756097 N Cc=C 6-OCH; -CH,CH,OH H H H
Léanal i si eseguita su questoul ti he2 abmanop | e s s

bersagli molecolari diffrenti, sovrapponendo i ligandi per il sistema policiclieD Bomune,
entrambi mediano interazioni molecolaiiGnterfaccia tradue domini proteici differenti,
quali: i) monomeri dia e b tubulina perl e ii) wingedhelix domain(WHD) e topoisomerase

primase domaifTOPRIM) per2 (in questo caso e coinvolto anche il DN/&jgura54).

Figura 54. Sovrapposiziondra le strutture a raggi Xdi etoposidetipollb (ribbonsin arancione,PDB ID:
3QX3) e podofillotossin&ubulina(ribbonsin verde,PDB ID: 1SA1) sulla base di ufitting degli anelli BD dei
due ligandill cerchio gialloevidenzia Igposizionedei ligandi sovrapposé visualizzati inCPK.
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D6 al t r aisulmtottenidal servelELM (Eukaryotic Linear Motifs resourgg&° hanno
messo in eidenza che i siti di legame dei due ligandi sono caratterizzalivéasesequenze
consenso contenute nei motivi funzionali proteiEig@ra 55 e 56); si osserva che a
substrutturedel ligando simili (es. anello fenilico E) corrispondongsenze consenssimili
mentre a substrutturdel ligando differenti (es. sostituentey))Rcorrispondono sequenze

consenso differentHigura55B e 56B).

Figura 55. (A) Sito di legame della podofillotossina @ib-tubulina (ribbonsin bianco,PDB ID: 1SAl. La

poddfillotossinaeiln uc | e ot i datubGlihaPsond gidudlizatin stick e coloratiper tipo diatomo(C =

verde O = rossg N = blu, P = magentaH = bianco) (B) Motivi proteici della tubulinacoinvolti nel sito di

legame dellgpodofillotossinal residuichiaved 6 i nt er azi one s o nmwrelamagsehzeentrei

residui chiave dellaequenz&onsens®ono in grassettd.a podofillotossina@ mostrata irball e sticke colorata
per tipo diatoma

Figura56.(A)Si t o di | opapidenedia tapa@d/ONA @DB ID: 3QX3). Latopollb (bianco) el DNA
(viola) sonovisualizzati comeribbons L étoposideé visualizzatan stick e coloratoper tipo diatomo (C =
verde O = rossQ H = bianco) (B) Motivi proteici della topob coinvoltinels i t o d i | e ga.me
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