1 grande interesse dell'industria far-
maceutica per i processi di fosforila-
zione cellulare é strettamente legato
all'importanza di tale reazione per il
controllo della funzione proteica e di
conseguenza dell'intera vita cellulare. Il fosfo-
proteoma, definito come la totalita di proteine
fosforilate all'interno della cellula, & controllato
e mantenuto in un preciso equilibrio dinamico
dalle proteine chinasi e fosfatasi. Le proteine
ad azione chinasica catalizzano il trasferimento
del gruppo fosforilico gamma di una moleco-
la d’ATP o GTP al peptide substrato, mentre le
proteine ad azione fosfatasica sono responsa-
bili della rimozione di tale gruppo rendendo il
processo reversibile [1]. In tale contesto I'atti-
vita del chinoma, cioe la totalita cellulare delle
protein chinasi, deve essere finemente regolata
affinché non si incorra in gravi patologie come
il cancro, diabete e inflammazione, che rendo-
no tale famiglia di enzimi il secondo piu grande
gruppo di bersagli a potenziale interesse farma-
ceutico dell’era post-genomica [2].
La progettazione di molecole o Drug Design &
un processo iterativo che inizia quando s'iden-
tifica un composto che mostra un interessante
profilo biologico e termina quando sia il profilo
d’attivita che la sintesi della nuova entita chimi-
casono stati ottimizzati. Negli ultimi decenni si
e diffuso l'utilizzo di modelli computazionali per
accelerare e migliorare questo processo.
Nell’'ambito di questo approccio grande impor-
tanza hanno i metodi per la predizione dell'ener-
gia di interazione tra una piccola molecola, il
legante, e la sua proteina target. Punto di par-

[ RES |

tenza per questi studi sono le strutture tridimen-
sionali delle proteine determinate sperimental-
mente tramite tecniche NMR o di spettrosco-
pia mediante raggi X o generate attraverso me-
todi computazionali quali 1a modellazione per
omologia o il protein folding. La struttura del
complesso legante-proteina e generata trami-
te tecniche di docking, con le quali é possibile
analizzare velocemente diverse orientazioni e
conformazioni (pose) deileganti all'interno del
sito di binding di una proteina per identificare
laposa pit favorevole. Esistono poi diversi ap-
procci per stimare 'energia di binding a par-
tire dalla struttura 3D del complesso legante-
proteina. Tra i metodi sviluppati recentemente
c’e ilmetodo Linear Interaction Energy (meto-
do LIE). Il metodo LIE si basa sull'assunto che
I'energia libera di interazione di un legante a
una macromolecola sia linearmente correlata
con diversi termini energetici che possono es-
sere calcolati utilizzando un campo di forza di
meccanica molecolare. Il valore dell’energia di
interazione (AGbind) viene stimato utilizzando
la seguente formula [3]:

AG,  =a (WP, >-<U  >)+

+ BbEiUbelec> ST i e == <UL . >}

dove i termini U" e Uf descrivono rispettivamen-
te lo stato legato e in soluzione delle molecole
coinvolte mentreiterminiU U, eU_ sono
ivalori di energia che stimano rispettivamente i
contributi dovuti a interazioni di van der Waals,
interazioni elettrostatiche e il parametro di cavi-
ta. Questo ultimo parametro é stato introdotto
per modellare le interazioni con il solvente. Uti-

lizzando un training set di molecole ad attivita

nota si determina il valore dei coefficienti (o,
B ey) arrivando ad ottenere una equazione per
la stima dell’energia di interazione.

In tale studio il metodo LIE viene applicato per
lo sviluppo razionale di un modello energetico
volto alla comprensione strutturale di una fa-
miglia di inibitori della protein chinasi CK2 [4].
Tale enzima, noto anche come Casein chinasi
2, fuuna delle prime proteine ad azione china-
sica scoperte e controlla una svariata serie di
eventi cellulari come I'espressione genica, lare-
golazione del ciclo cellulare, la sintesi di RNA
e proteine [5]. Da un punto di vista patologico
diversi dati sperimentali hanno evidenziato sia
una sua eccessiva espressione in diverse forme
tumorali, sia uno sfruttamento di CK2 da parte
di virus che la utilizzano per la fosforilazione di
proteine essenziali al loro ciclo vitale, dati che
supportano il fatto che tale enzima possa costi-
tuire un potenziale bersaglio per farmaci antitu-
morali e antivirali [6]. La disponibilita di svariati
dati di inibizione dell'attivita di CK2 ad opera di
una serie di derivati benzo di- e tri-azolici e di
diverse strutture tridimensionali, ottenute gra-
zie alla spettrometria di diffrazione araggi X, di
complessi ligando-proteina [7,8] costituiscono
una base solida per I'utilizzo efficiente del me-
todo Linear Interaction Energy per creare un
modello di predizione dell'energia libera di le-
game per tale classe di inibitori.

Materiali e Metodi

Le coordinate di CK2 umana sono state scarica-
te dal sito internet del RSCB Protein Data Bank
(codice PDB 1J91) e sono state incluse per lo
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Grafico 1. Grafico della stima dell’energia libera di legame, per il training set (A) e test set (B) data dal modello CK2score per ogni inibitore utilizzato, contro il

valore misurato sperimentalmente

studio computazionale 2 molecole d’acqua pre-
senti nel sito attivo e ritenute importanti per il
legame dei derivati benzodiazolici. Il sistema &
stato preparato per il calcolo LIE attraverso il
modulo Protein Preparation [9], mentre la con-
formazione degli inibitori disegnati e stata otti-
mizzata utilizzando il programma LigPrep [9],
che ha consentito la creazione delle possibili
forme tautomeriche e valutazione dei loro vari
statiionici apH=7+1. Infine ilmodello energeti-
co LIE e stato creato grazie al programma Liai-
son [9] utilizzando il campo di forza OPLS2003
e un modello di solvente implicito (surface ge-
neralized Born).

Risultati e Discussione

Unatotale di 25 derivati benzoimidazolici, di cui
eranotala costante d'inibizione (Ki), sono stati
utilizzati come training set per creare il modello
energetico basato sul metodo LIE (Figura 1). In
tale approccio risulta cruciale la scelta corretta
della posizione dell'inibitore nella tasca recet-
toriale, dello stato ionico dei ligandi e di pos-
sibili diverse forme tautomeriche. Tutti questi
aspetti sono stati risolti in modo progressivo in
conformita a considerazioni chimico-fisiche e
statistiche (Figura 2).

Si e deciso infatti di costruire un primo modello
con le molecole di cui era disponibile la struttu-
ra cristallografica del complesso inibitore pro-
teina, in modo tale da possedere un dato speri-
mentale che potesse indicare un binding mode
ragionevolmente simile con il minimo d’energia
dilegame trala proteina e l'inibitore (Figura 3).
Per avere un’altra conferma di tale ipotesi di la-
voro e allo stesso tempo validare 'efficienza del
campo di forza utilizzato, si e inoltre verificato
che la posizione della struttura dopo un proto-
collo di minimizzazione dell'energia potenzia-
le fosse coerente con il dato cristallografico di
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partenza. Sono poi stati considerati i piut pro-
babili stati ionici del ligando, oltre che forme
tautomeriche, utilizzando come criteri ultimi di
scelta 1) 'ottenimento di una pose finale simile
a quella di partenza; 2) un’analisi delle intera-
zioni principali di tipo elettrostatico e van der
Waals; 3) valutando su base statistica la bonta
del modello ottenuto, verificabile attraverso la
coerenza delle predizioni dell’energia libera di
legame con i dati d’attivita sperimentale

Tale primo modello parziale ¢ stato quindi pro-
gressivamente implementato utilizzando le al-
tre molecole che presentavano maggiori proble-
matiche di tipo chimico-fisico. Le varie scelte
in tal caso sono state basate, oltre che sui prin-
cipi esposti precedentemente, anche coeren-
temente ai risultati ottenuti per le molecole di
cui era disponibile un dato cristallografico. In
particolare é stato possibile evidenziare che per

ottenere un buon modello LIE era necessario
considerare un binding mode simile a quello
mostrato dall'inibitore TBB o da K37, a secon-
da del sostituente in posizione 2 (Figura 4). Tali
regole di scelta per la pose iniziale sono risulta-
te essenziali per lo studio a causa dell'influenza
cruciale che causano alla metodica computa-
zionale LIE. In tale logica é interessante nota-
re come la struttura cristallografica di CK2 in
complesso con il ligando K37 mostri due diver-
si possibili modalita d'interazione con il recet-
tore, uno dei quali stimato essere presente nel
60% (K37A) delle unita cristallografiche, 'altro
nel 40% (K37B) .

Per investigare maggiormente tale aspetto e ap-
profondire I'ipotesi di binding mode multipli
per alcuni derivati abbiamo provato a sfruttare
come modello per la pose iniziale entrambe le
conformazioni presenti nella struttura cristal-

Figura 1 - In alto sono rappresentati degli esempi di strutture di derivati benzo imidazolici e triazolici
utilizzati nello studio, fra questi gli inibitori indicati in basso sono quelli di cui é pubblicamente
disponibile nel Protein Data Bank la struttura cristallografica del loro complesso con CK2

Esempi di derivati benzo bi- e tri- azolici utilizzati per lo studio LIE:

Br,Cl,H
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\>—R2
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Strutture cristallografiche di diffrazione ai raggi X dei complessi CK2-inibitore utilizzati nel seguente studio:

Br Br

N CH,
S S
ﬁ CH.

Br Br

Codice PDB: 1J91 Codice PDB: 1ZOE

Br Br
Br N Br N
N N\
N\ NH
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Analisi di una nuove forma ionica o tautometrica

Inibitori : Tautomeri.
simili * Forme ioniche
a TBB con * Binding mode
Ki nota — simile a TBB
— simile a K37

lografica di K37. Si e evidenziato che, per alcu-
ni inibitori, entrambe le conformazioni erano
compatibili con un modello LIE anche se il mi-
gliore in coefficiente di correlazione era quello
basato su K37A in accordo con il dato speri-
mentale cristallografico che mostrava questa
come la modalita di legame piu frequente.

I coefficienti dei termini energetici della equa-
zione LIE (a = 0,173 + 0,003, = 0,081 + 0,005
andy =-0,772 + 0,027) del modello finale deno-
minato CK2score sottolineano che la principa-
le interazione di tali inibitori e dovuta ad effetti
idrofobici (U, ), seguiti dal contributo di van
der Waals. Probabilmente la presenza dei so-
stituenti poli-bromurati guida il legame al sito
attivo di CK2, che viene stabilizzato inoltre in
alcuni ligandi da un ponte idrogeno con una
molecola d’acqua ed in altri da ulteriori intera-

Figura 3 - Sito attivo di CK2 umana derivato dalla struttura cristallografica
(codice PDB 1JWH). E mostrata la Lisina 63 e ’'aminoacido catalitico
Asp175, insieme alla Hinge Region (le catene laterali sono nascoste).

A sinistra la sovrapposizione di K25 (carboni colorati in bianco), K44 (in
verde), i due binding mode di K37 (K37A in grigio e K37B in magenta),
mostra la similarita nella posizione dei gruppi idrofobici.

A destra TBB (in verde) é sovrapposto a K37B (magenta), sono indicate
inoltre due molecole d’acqua che partecipano attivamente al legame di
alcuni derivati. Per la costruzione di CK2score la posizione iniziale di ogni
inibitore di cui non era disponibile la struttura cristallina é stato ottenuto
per analogia a TBB 0 K37A

a “pose” iniziale
¢ strutturalmente simile
alla conformazione del minimg,
locale energetico
piu vicino?

|NO

E ottenuto un modello
validato statisticamente?

CK2score

zioni di van der Waals costituite dal sostituente
in posizione 2. Da un punto di vista statistico
CK2score presenta un alto coefficiente di corre-
lazione (1* = 0,809) e un errore sulla stima delle
predizioni di circa 0,6 kcal/mole, comparabile
con l'incertezza della stima sperimentale delle
Ki (Grafico 1-A).

CK2Zscore é stato quindi valicato con un test set
esterno di 20 ligandi di cui eranota l'attivita ini-
bitoria come IC50.

Per tali molecole il binding mode iniziale, la for-
ma tautomeria e lo stato ionico sono stati scelti
sulla base degli stessi criteri sviluppati e validati
durante la generazione del modello LIE. Daun
punto di vista statistico il coefficiente di predi-
zione @ risultato buono (q* = 0,676) dopo I'in-
dividuazione ed esclusione di quattro outliers
(Grafico 1-B).

Figura 2 - Diagramma di flusso che rappresenta lo schema
logico per la scelta del binding mode, dello stato ionico

e della forma tautomerica per la costruzione del modello
energetico LIE denominato CK2score. Tale approccio é
basato su un implementazione successiva delle diverse
molecole partendo da quelle di cui era disponibile il dato
cristallografico fino a quelle piti problematiche per possibili
diversi stati ionici, forme tautomeriche o diverso binding
mode. Le scelte sono basate su considerazioni energetiche
conformazionali e statistiche, inerenti al modello energetico

Conclusioni

Il protocollo di progressivo sviluppo del model-
lo basato sul metodo Linear Interaction Energy
costituisce una tecnica computazionale veloce
ed efficace per predire accuratamente 'energia
libera di legame di tale potente classe d'inibi-
tori di CK2.

I valori energetici stimati (o, § e v), I'energie
d’interazione calcolate, la scelta accurata del
binding mode e I'analisi attenta della pose fi-
nale in concerto con una validazione statistica
robusta possono esser utilizzati per descrive-
re in modo appropriato le possibili differenze
nel processo di riconoscimento di CK2 da par-
te dell'inibitore.

In tale contesto, I'individuazione degli outliers
puo risultare utile per capire i limiti del modello
e l'applicabilita dell'approccio. Inoltre offre una
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CK2score:

R =N, CH — binding mode simile a TBB

comprensione chimica delle interazioni chiave
peril legame, analizza i possibili ruoli delle mo-
lecole d’acqua e razionalizza possibili differenti
modalita di legare la proteina come mostrato
dalle diverse strutture cristallografiche dispo-
nibili. Tali conoscenze possono essere la chiave
per lo sviluppo di possibili nuovi potenti deri-
vati bromo-benzoimidazolici.
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R # H — binding mode simile a K37
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