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La recente acquisizione della struttura cristo ) dperto |[@sirada d‘sitjdi d'omologia, ché Struttura primaria del La struttura primaria del recettore o, € stata oftenuta consultando la banca dat
hanno come obiettivo lo sviluppo di ac fransmefliBiana accoppiati alle proteine Y sy SwissProt [4]. La sequenza & stata utilizzata come input per Fugue [5], sistema di
G. Lo sviluppo di talimodellie ancora g SMplato rjs@lto spgﬁmen’rohnen’re, consente predizione della strutturarterziaria di proteine accessibile gratuitamente via Web
di oftenere risultati ragionevoli che pog ogeftazig (S iongte dinuoviligandi y el s oo [6].I}1n un primo momento & stata soffomessa,a Fugue linfera sequenza
S— SE— ] AVUTO ¢ s bbieﬁjvo__iniziole |0 sviluppo: di \ utilizzando esplicitamente la struttura 3D della rodopsina bovjno. I servizio e stato
recetiore . adrenergico mpleto del w &e Oy, o"ac.energico (0,,-AR) | P——— miglo m—— in grado di riportare numerosi plausibili modelli e pertanto si e dovuto procedere
i U0 ruolo sianificativo nel Trgﬁqﬁi‘men’ro dellipertrofi sulla base della struttura alla scelta del piu probabile sulla base della struttura secondaria
sl enigna e g gf“ddgie correlate. Finora di esso seconcaria pregetia precedentemente predetta, del ponte disolfuro fra le cisteine 99 e 176 e
rTe————— in lettera Hio- modell parziali della porzibn_l? dellfﬁwpcocomgn’ro delle sette eliche fransmembrana che SONO cqrgﬁeri;zc’re
fosfolpcico ed inerimenio el ambrana o tk utilizzando la struttura  della Modier::?;icc;rﬁlgz teerczjzlloop da una leggera |ncur\{o’ruro dell'asse dovuto alla presenza di residui di prolina e
rodopsina co aMmpo.-In secondo luogo, la ricerca ha segmento C-terminale sirizioni sul database glicina. Fugue non e stato capace di predire la sfruttura 3D del terzo loop
Docking molecolare — _wsaio_| y come fine quallé hinfjdugre un'5|gusibi|e meccanismo. "1 . citoplasmatico (LC3) e del dominio C-terminale (CT). Per owviare a questo
Il asduzione dealidse nof@l da parte dell'agonista naturale problemo, si e proceduto alla frammentazione della sequenza in modo da poter
Pinamica molscalare de! inefrina), e di glldienziore particolari variazioni nella struttura dei : so’r’rop_prre separatamente due segmenti: uno composto dai domini
l MRl che pf A Biegares il meccanismo d inibizion'g,t - transmemiorana 5 — citoplasmatico 3 — fransmemibrana é (TM5 —LC3 - TMé) e uno
fando un o ahtagonista selettivo (WB4101) [3]. / 4 i dai domini transmembrana 7 - C-terminale (TM7 = CT). In questo modo si & potuto
oy "n_a. ~ aumentare la sensibilita del sistema che ha predetto dei segmenti plausibili che

. 3 - " '. sono stafiassemblati al resto del recettore.
G DEI . ANDI f Successivamente si e proceduto allaggiunta delle catene laterali e degli
> ' of i idrogeni, fenendo conto del pH fisiologico e quindi profonando i residui di
.- h, =g k argininae di lisina. Il modello cosi completato & stato ottimizzato utilizzando due
Epinefrina e WB4101 so hemNofe di ® 'F/APMm f'S'}_e successivamente ottimizzati con i'l -h fasi difminimizzazione successive: la prima con l'algoritmo sfeepest descent
MOPAC 6.0[9] alfinedis Jenergiaedia e'Cariche atomiehe parziali. - e In 2 (6.000"iterazioni, RMS = 1) e la seconda con l'algoritmo conjugate gradients
Per I'epinefring, conside ato, e stata sel o Meonualmente la'conformazione anti, nota per +  IREEETRRCECEEIIIES (6.000 iterazioni, RMS = 0.05) manfenendo il backbone fisso. Per ottenere un
essere quella implicata ecettore [10]. I com 2cefiore — epinefrina e'stato generate utilizzano |l certo rilassamento della struttura e stata eseguita una simulazione di dinamica
programma BioDock [1 Sl‘agonista naturale, WB4101 e unagmolecola patrticolarmente flessioile’e . molecolare nel vuoto composta da tre fasi distinte: riscaldamento da 0 a 300K (3
pertanto e stato sottopd dyrmational search bqs@eito sul 'F‘np’rodo Monte Carlo. In particolare, ruotando. S ! ps), equilibrazione (2.500 ps) con backbone fisso, dinamica (7500 ps) con
casualmente le torsioni flé generati 1.000 co e quali §‘©Qo stati minimizzati (steepest descent, 5.000° constraints armonici. In tutte le fasi di calcolo di meccanica molecolare e stato

iterazioni, RMS = 1.0) e so >ati sulla base della gilarita. Piuin deftaglio, sono stati considerati idondantii I utilizzato il campo diforze CHARMM 22 [7].
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DINAMICHE MOLECOLARVDEI COMPLES

Enframbl | complessi recettoriali sono stati sottoposti Al medesir{w protocollo di dinamica molecolare.
. sono state assegnate le cariche afomiche (metodo Gasteiger-Marsili), sono stati affriouiti i fipi atomici (CHARMM 22 per | : mento imple
H‘-ﬁ‘vl_ lipidi) ed e stata generata la matrice topologica richieﬁé de NAMD [13], programma di dinamica ufilizzato nel presente ‘borollelepiped
\; -{s.tudio. Le simulazioni sono state condotte utilizzandod seguenti parametri: T=300 K, costante dielettrica 1.0, equazione di X85x50A, peru
éMon Infegrata col metodo r-RESPA ogni 4 fs perle forze elettrostatiche a lungo raggio, ogni 2 fs per le interazioni di non col programma NAMD (30.000 fterazioni, co
;; gme a corto raggio, e ogni 1 fs per le forze dilegame. La durata totale della simulazione € stata di 2.5 ns. Non essendo repulsioni interresiduo. Due strati di molecole d'acqua, preventivamente costruiti con VEGA
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Figura 1. Istogre
e dei domini N-1€
compiono magg

Figura 2: Differenza fra le medie
degli RMSD. Valori positivi (giallo)
INGIC RO S ERESINSOOMIRIG N B8]
complesso con l'epinefrina si
muove maggiormente,  menire
valori negativi (azzurro) indicano
che il dominio del complesso del
WB4101 si sposta maggiormente.
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nts, RMS = 0.01).

Oile simulare una memlbrana cellulare nella sua inferezza, e stato necessario infrodurre deifvincoli che riproducano //Z (8760 residui, dimensioni approssimative 85 x 85 x 40 /°\], seno stati arrangiati
O delle forze di coesione intermolecolari presenti in un doppio strato reale. Per fare questo sdlf':o state utilizzate delle,.  manualmente al di sop -
% ﬁ/fc'_c')l harmonic boundary condifions, in cui il cilindro virtuale (altezza 62 A, raggio 42 A, costante di forza iNi
ntato lungo lasse longitudinale dellgmembrana. 22,

H'-‘_'c'iei loop ciptoplasmatici (LC), extracellulari (LE)

. _”.'inale (C-Ter). In rosso sono riportati i domini che
R
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Dominio | Epinefrina | WB4 o] Landlisi dei risultati e stata andoﬂq al fine di
| exiramemibrana duranfe la simulazione mec

N-Ter 0,583 0,569 i
™-1 0.515 0,481 i .
LC-1 0,447 0,470 % '
™-2 0,472 0163 4[N

LE-1 0,599 0,581

V-3 0,472 0512 | -0,040%
hCD 0,527 0,473 0,054
™-4 0,510 0,488 0,022

LE-2 0,418 0,395 0,023
T™-5 0,515 0,488 0,027
[€% 0,628 0,581 0,047
™-6 0,553 0,527 0,026

LE- 3 0,581 0,561 0,019
™-7 0,517 0,491 0,025
C-Ter 0,611 0,591 0,020

e'stafo eseguito’sempre con BioDock, tuttavia in questo.”
[e@ettore-al fine diindividuare quello che avesse il fitting
ergia d'inferazione, dell‘energia conformazionale e dei
> disfifite minimizzazioni: nella prima & stafo mantenuto il 4% COSTR UZIO N E D E LLA M E M B RANA
0 SONO siati fissati gli atomi aldi fuori di una sfera di 15,A -
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o di 60 gradi. Il d
MOodo automg
lonato sulla bas
offenutfi hanno s
VIS = 1), mentre nell¢

? = sfosfolipidico nel quale includere il recettore. La memiorana cellulare risulta essere allo stafo fluido per via della presenza del
P 285 "}.—-\ " _Colesterolo e pertanto si e deciso di costruirne un modello partendo da un monomeraidi 1-palmitoil-2-oleil-sn-glicero-3-
¥ o ~ fosfocolina (POPC). Pili in dettaglio, il POPC & stato costruito nella sua conformazione favaritd e cioé quella in cuilo scheletro
g - @ 3 & carbonioso degli acidi grassi € disposto a zig-zag. || monomero e stato ottimizzato con MOPAC 6.0 aftribuendo anche le .
. B L5 cariche afomiche parziali. Due molecole di POPC sono state orientate in modo da L
e v 5 sovrapporre per circa 12 A le catene alifatiche massimizzando le inferazioniidrofobiche,
1.9,'_:,% e In questo Modo si ottiene una lunghezza del dimero di circa 50 A che corrisponde
. | approssimativamente alla lunghezza delle alfa eliche nel modello recettoriale.
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’ % Lunito diycelia’ cosi offenuta, & sfata nuovamente offimizzate con MOPAC 6.0 e
N'VEGA ZZ [12] Cessivdme.n}rg ol’ripli%g;‘jrffggo oli osg‘,Z( eYX=8Y =28 7Z=1)con l'apposito
tfato nel. soffivare .1\’/3@_4\_- Z. In_guesto. modo & stafo oftenuto un
fituito da 128 olecole:diPOPCdalisiimensioni approssimative di 85
tale di 6656 atomi pesanti. licluster & stdto successivamente ottimizzato
jugate gradients), Al fine di minimizzare le
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c'S ter flisione delle molecole

0) & stato+

-

- -
i i e P I 2
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: rograninng, VEGA ZZ. "Il €omplesso risultante &
) ﬁglf@h 46 monomerie da 506%olecole d'‘acqua.
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1 sperimentale della rodopsina lbovina consente di elaborare

iImportante strumento per i| moaelling proteico e per il drug

a consente di redlizzare simulazioni dinamiche con tali recetiori

=splorando non solo le proprieta strutturali, ma anche il loro profilo

esso di evidenziare i principali residui coinvolti nellinterazione coni

ati degli esperimenti di mutagenesi sito-diretfta, riportati in letteratura, ma jh:_-.._‘"'
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Ul, non previsti prima, che giocano un ruolo centrale nella stabilizzazione

Invece consentito di esaminare la differente mobilita dei domini s_.’rrutLqu:'a
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Square Deviation). Nella Figura 1 sono riporiat
due complessi in esame. Per entramliol |
riscontrabili per i domini N-ter, C-ter, LC-
particolarmente mobili percheé non vi
cui si frovano (acqua). LE-1 e LE-3
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gonista o con l'antagonista. Infatti il recettore e inizialmente modella .;::.:_-_-.-

be rimanere stabile con il WB-4101, mentre doviebbe evolvere verso unc situazione di

aturale. Le dinamiche realizzate consentono di delineare che i loops intracellular
on l'agonista che non con l'antagonista ed in particolare LC-2 ed LC-3 sono quelliche m
i0 e in accordo conilloro presunto ruolo nellinterazione conla proteina G. '
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e N, Ny N N . . N . . e N, e e iy '-"'-l -'I.‘ILI"I.-I. b ; ‘-1 h\‘:‘ A orein; “ q“ SIS A ‘.‘bbq- .E‘Af‘th)'ﬁi::‘ V.S XIC q.,“ ."h:.,
Rﬁ"m'h%‘:t‘*h :‘""-""‘ "‘ﬁ'mg“:?:_:b:-?"‘:“*«?

“l.._l_"‘ P,

, -"r:l'-:'-:'. e N e e T N T M e N N N T T W W N e N e e Wi i i i, K \ A y V ) D)
Per tutta la durata della dinamica-deliagonista tale segnmenio non subisce parficolari- A BN et
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