Sfacoltal
\'ﬁ

Facolta di Farmacia e Medicina

Corso di Laurea Specialisticain Chimica e Tecnologia
Farmaceutiche

Tesi Sperimentale

Protein Arginine Methyltransferase 1 (PRMT1): studio del “binding mode” di
diverse classi di inibitori

Relatore Laureanda
Prof. Rino Ragno Vanessa Torino




Coda

LLeLrRH AR ROSHITAMEE A IRt dalles
mieARrhRdetazereMe 16l A HER #mo sono iy
diogiiREtRgPrIoTT 11 du1 Be7ipRegidromuovonggs

SHeiE Meh AR dBAHAG eREitico RM @ irgini

transferase domain™) estremamente conservato.

o |l trasferimento AT un gruppo
R metilico dall’S-adenosil-
HD% o Adenine ; ,E Y r‘! " o Adenine meti(.)n.in.a (Adolf/let)' a}l’azoto
/;2 — | Y =ty s /Iz guanidinico dell’arginina,
ﬁ wo’ T\ AT o ﬁ o’ T\ portando alla formazione di S-
o oo w? coo adenosil-omocisteina (AdoHcy) e
S-adenosylmethionine S-adenosylhomocysteine metilarginina_

(AdoMet) {AdoHcy)




wnr mw wuy Fu s ooncl &t

Due gruppi di PRMT: G 8
. _ HiC —N_ NHp*
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in grado di oomplere I’85% della metilazione delle arﬁmne

proteiche in vivo.
Studi S ¥ehbma del fungo filam ' idutans R&hno rivelato l'esistenza di
tre diftMte PRMT che manifesta , —atthvited titransferasica (HMT). Una
di queBRMIMtA, ha mMdstrato | imilarita-di-seqienza-dltfe che proprieta
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— THW loop
L’h&%h’lo@; modeling COTSente iefpﬂgsﬁq,lz'rme—di'u;mmﬁello tridimensionale di una
proteina "target", di cui non si conosce la struttura terziaria, a partire dalla sua sequenza di
aminoacidi (struttura primaria) e dalla struttura tridimensionale sperimentale di una

proteina omologa ad essa correlata (il modello o “template”).
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Le PRMT sono note anche come coattivatori per i recettori nucleari e sono
suscettibili di sovraespressione in tumori ormono-dipendenti come il cancro della
prostata e della mammella.
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Valutazione dell'interazione PRMT1 == substrati naturali

|

molecole che hanno manifestato
attivita inibente nei suoi confronti
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Docking Assessment Conformazioni rappresentative 20 cluster

Cross-Docking degli Inibitori (blind e focused)

Sull’apoenzima Sul complesso binario Sul complesso binario
PRMT1/SAM PRMT1/H4
Clustering

Analisi del binding mode degli inibitori




Clusterizzazione delle contrormazioni
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E possibile estr r o
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di simulazione '

parametro di :
clusterizzazione: L — complesso = = 1T1/substrati naturali in un numero

di clustes abilito dall’utente, utilizzando
" ylusterizzazione piu adatto

J

atomi delle catene laterali dei
residui amminoacidici
precedentemente selezionati

in un intorno di 4 angstrom : (e s M it




Clusterizzazione delle contrormazioni
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Docking Assessment rw »
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2 Ytare la capacita del programma di riprodurre la conformazione di legame delle
g\g cole facenti parte del complesso ternario iniziale di lavoro (PRMT1, SAM,
“di.iston modo da poter applicare la stessa procedura di
ol oA BB e AR S BEN  gige o e

entemente.

neIIa esattamente ne SItO a essa occupato prece

Re-Docking Modeled:

Simile al precedente ma utilizza modelli molecolari dei substrati naturali disegnati ab
initio dall’operatore. Cio consente di valutare la capacita del programma di riprodurre
la conformazione di legame delle key nel sito di legame del recettore, in totale assenza
di dati sperimentali.

Gli esperimenti di validazione sono stati eseguiti utilizzando:

-Agopmabisi stata effettuata su uno spazio di ricerca costituito

-PRla iatplitg gl la.spRaviiieieRISANEa

*PRMT1/SAM + ARG — PRMT1/SAM/ARG
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BF Average

T J— ‘"__'"“‘<‘___§_ - - & N - RMSD -
:/ - e
Redocking ARG 1.71
Redocking SAM 0.93
Redocking Istone 2.75
Redocking Modeled
apo
ARG 1.82
Istone 3.19
SAM 1.46
Redocking Modeled
PRMT1/ARG
SAM 2.29
Redocking Modeled
PRMT1/SAM
ARG 1.30
Istone 3.65
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ueWisiahizaagens debibiskitati mediante Autodock 4.0
Binding Energy === Best Docked (BD) -> Conformazione a piu bassa energia
*Sull’apoenzima

-Sull:s:mg esso binario ﬁM 1/SAM
-Sul complesso binario PRM' H4 _—

Best Cluster (BC) - Conformazione
a piu bassa energia del cluster piu




.‘-/.."' ) T"/' | P ”.

LCONTOFMAazioni & i S

sull’apoenzima Docking sul complesso

PRMT1/SAM

Docking sul
complesso
AT1/H4
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analisi restringendo lo spazio di ricerca del docking attorno al sito di legame dei substrati
naturali dell’enzima.
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Docking
sull’apoenzima

Docking sul complesso
PRMT1/SAM

Docking sul
complesso
AT
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un’attenta analisi grafica, effettuata tramite 1 software:
« UCSF Chimera
* LIGPLOT




Discussione

Quest’analisi ha permesso 1l riconoscimento di alcuni residui amminoacidici che
sembrano rivestire un ruolo importante nella capacita della PRMTL1 di legare i diversi
Inibitori, oltre che, interagire anche con la coda istonica e con il cosubstrato SAM.
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Discussione
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Discussione e Conclusioni
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Quindi in base a quanto ottenuto si puo desumere che:

«L_a variabilita geometrica della macromolecola gioca un ruolo importante
influenzando la capacita della stessa di interagire con classi di inibitori molto
diverse tra loro.

* In assenza di dati sperimentali sono possibili due diversi scenari a seconda che
sia presente o no il substrato proteico.

* Poich¢ in assenza dell’istone le interazioni che gli inibitori instaurano sono
principalmente di natura elettrostatica e legami H

IPOTESI

I meccanlsmo d| |n|b|2|one potrebbe essere principalmente di tipo
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 Elaborazione di modelli 3-D QSAR delle molecole
Inibitrici ottenute con gquesta metodica di
allineamento.

«Studio delle relazioni struttura - attivita
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