L’Astemizolo Arresta la Proliferazione delle Cellule Tumorali Rompendo il Legame EZH2-EED del Complesso Repressivo Multiproteico 2
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ABSTRACT: Il Complesso Repressivo Multiproteico 2 (Polycomb Repressive Complex 2 - PRC2) modula la struttura cromatinica e la repressione trascrizionale attraverso la trimetilazione della lisina 27 dell’Istone H3 (H3K27me3), un processo che richiede l’interazione proteina−proteina (PPI) tra la subunità catalitica EZH2 ed EED. Un PRC2 deregolato è intrinsecamente coinvolto nella genesi e nella progressione tumorali, tanto da renderlo un bersaglio privilegiato nella terapia epigenetica del cancro. Tuttavia, sinora, non sono stati ancora scoperti composti moleculari la cui attività abbia come bersaglio le interazioni EZH2-EED. In questo studio, abbiamo identificato l’astemizolo, una farmaco approvato dal FDA, una piccola molecola con attività inibtrice nei confronti dell’interazione EZH2-EED del PRC2. L’interruzione dell’interazione EZH2-EED provocata dall’astemizolo, destabilizza il complesso PRC2 ed inibisce la sua attività di metiltransferasi nelle cellule tumorali. Molte altre evidenze hanno dimostrato che l’astemizolo arresta la proliferazione dei linfomi PRC2-dipendenti principalmente disattivando il complesso PRC2. I nostri risultati dimostrano la disponibilità chimica dell’ostico bersaglio PPI nei confronti di composti di piccole dimensioni molecolari, evidenziando le opportunità terapeutiche nel trattamento dei cancri umani PRC2-dipendenti attraverso la distruzione mirata dei complessi EZH2-EED.
■ INTRODUZIONE
Le modificazioni post-translazionali degli istoni, come la metilazione, l’acetilazione, la fosforilazione e l’ubiquitinazione, orchestrano l’espressione genetica in senso temporalmente e spazialmente specifico modulando la struttura cromatinica o reclutando le proteine “Reader”. 1,2  Tra questi, la metilazione degli istoni è considerata una delle più complicate modifiche epigenetiche poiché la sua funzione si basa sulla metilazione di siti precisi e sul grado di modificazione. 3−5 Numerosi studi hanno dimostrato che l’elaborato sistema di regolazione genetica stabilito dalla metilazione istonica ha importanza critica sia per lo sviluppo che per l’omeostasi.6 Squilibri fra la metilazione e la demetilazione istonica rappresentano un indicatore comune per un’ampia varietà di patologie di tipo proliferativo, ed in particolare del cancro.7,8 Le proteine del gruppo Multiproteico (Polycomb PcG) sono una famiglia di proteine, inizialmente identificate nella Drosophila melanogaster, importanti per lo sviluppo iniziale attraverso la loro attività di regolazione dei geni omeotici. 9,10 E’ stato in seguito suggerito che le proteine PcG possano rimodellare la cromatina in parte attraverso la deposizione di segmenti istonici associati con la repressione genica.11 Nei mammiferi esistono due complessi multiproteici biochimicamente e funzionalmente distinti, PRC1 (Polycomb repressive complex 1) e PRC2 (Polycomb repressive complex 2). PRC2 catalizza la trimetilazione della lisina 27 nell’istone H3 (H3K27me3), una modifica tipicamente caratteristica della cromatina silente, e facilita il reclutamento del PRC1 vero loci bersaglio specifici, indicando che PRC1 funziona a valle di PRC2. 12,13 Studi recenti hanno evidenziato il ruolo essenziale di PRC2 nello sviluppo embrionale, nella differenziazione cellulare, e nella plasticità delle cellule staminali, principalmente attraverso l’azione catalitica sul H3K27me3.14−16 La subunità catalitica che ha il ruolo di deporre il timbro H3K27me3 è EZH2, la cui attività richiede l’assemblamento di un complesso centrale assieme ad almeno altre due subunità addizionali di PRC2, EED, e SUZ12.17,18 I dati accumulati hanno dimostrato che un’attività aberrante di PRC2 è variamente implicata nell’iniziazione e progressione tumorale.19 La prevalenza di una sovraespressione di EZH2 ed altre subunità di PRC2 è stata rilevata in numerose neoplasie ed è fortemente correlata con l’iper-trimetilazione di H3K27, un’aumentata aggressività, e una prognosi infausta.20 Recentemente ricorrenti mutazioni somatiche, eterozigoti in EZH2 che causano ipertrimetilazione di H3K27 sono state identificate sia nel linfoma diffuso a grandi cellule B con centro germinativo (GCB-DLBCL) che nel linfoma follicolare;21 questi mutanti, caratterizzati da attività aberranti di PRC2, mediano il blocco della differenziazione cellulare, favorendo quindi determinate tipologie di cancro.22,23 La down-regulation dell’espressione di EZH2 causata dall’interferenza dell’RNA (RNAi) sopprime la crescita di cellule tumorali con attività PRC2 iper-attivata.24 Prese nel complesso, tutte queste scoperte ci indicano chiaramente che PRC2 è da ritenersi un bersaglio promettente per la terapia epigenetica del cancro. Per eliminare il potenziale oncogenico di EZH2, dei derivati del piridone inibitori di EZH2 sono stati sviluppati da numerose aziende farmaceutiche. Questi inibitori hanno dimostrato negli studi preclinici, efficacia nei confronti di DLBCL con EZH2 mutato o con sovraespressione di EZH2 wild type, convalidando il ruolo causale di un EZH2 deregolato nella promozione dell’oncogenesi.24−27 L’interazione tra EZH2 ed EED è necessaria per mantenere l’integrità dell’attività metiltransferasica di PRC2,17,28−31 ed uno studio di riferimento ha dimostrato che un peptide EZH2 immobilizzato inibisce selettivamente l’attività di EZH2 nelle cellule tumorali, smantellando il complesso EZH2-EED, e destabilizzando PRC2.32 La bioaffinità confermata dell’interazione proteina−proteina (PPI) tra EZH2 ed EED potrebbe rappresentare una strategia complementare per l’arresto selettivo della proliferazione dei tumori umani legati all’attività di PRC2, non correlati alla trimetilazione di H3K27 e che dimostrano sensibilità limitata agli inibitori di EZH2.32−35 Tuttavia, gli inibitori peptidici e peptidomimetici sono limitati da una scarsa stabilità metabolica ed una ridotta biodisponibilità, che ne riduce l’applicazione terapeutica nell’esperienza clinica.36,37 I modulatori di PPI di piccole dimensioni molecolari con alta parvenza farmacoforica (“drug likeness”) sono invece molto più approcciabili da un punto di vista medico e chimico in relazione allo sviluppo di nuovi farmaci.38−42 Ciononostante, diversamente da molte zone di contatto proteiche, bersaglio di potenziali farmaci, che possiedono siti attivi relativamente piccoli (Area di Superficie Non Accessibile media (BSA) di circa 1500 Å2), l’interfaccia considerevolmente ampia tra EZH2 ed EED (quasi 3000 Å2 di BSA) potrebbe causare ulteriori nuove difficoltà nello sviluppo di inibitori di piccole dimensioni molecolari a causa della bassa costante di dissociazione e delle grandi superfici da oltrepassare.43 Per quanto ne sappiamo, finora non è stato ancora sviluppato nessun inibitore di piccole dimensioni molecolari che abbia come bersaglio l’interazione EZH2-EED. Lo Screening Virtuale basato sulla similarità strutturale (SBVS) è un importante strumento nell’armamentario del chimico farmaceutico, volto a valorizzare tempestivamente le molecole efficaci tra vaste librerie di composti virtuali.44−47 In questo studio, discuteremeno dell’identificazione dell’astemizolo, un farmaco in precedenza approvato dal FDA per il trattamento della rinite allergica stagionale per via della sua attività di antagonista dei recettori istaminergici H1,48 come inibitore dell’interazione EZH2-EED basandoci su una strategia di screening virtuale basato sulla similarità strutturale. Una combinazione di caratterizazioni biochimiche e biofisiche, indica che l’astemizolo potrebbe legarsi competitivamente all’EED rispetto al EZH2. Gli studi basati su cellule hanno rivelato che l’astemizolo impedisce l’attività di PRC2 attraverso la dissociazione del complesso EZH2-EED e la destabilizzazione del complesso PRC2 complex, inibendo la proliferazione dei linfomi PRC2-dipendenti.
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Figura 1. Caratterizzazione dell’astemizolo e legame con EED. (A) Lo spiazzamento del peptide EZH2 etichettato FITC da parte dell’astemizolo nel saggio competitivo di FP. La linea trattegiata indica il valore di fondo FP (35 mP) del peptide. (B) La fluorimetria differenziale a scansione mostra la stabilizzazione di EED da parte dell’astemizolo. (C) Spettro T1ρ NMR per l’astemizoleo (nero), astemizolo in presenza di EED (rosso), ed astemizolo in presence di EED e peptide EZH2 a 20 μM (verde) o 100 μM (viola).

■ RISULTATI E DISCUSSIONE
Lo Screening Virtuale per Identificare come l’Astemizolo Rompe il Legame EZH2-EED. 
La struttura cristallina dell’EED complessato con EZH2 (Protein Data Bank (PDB) entry: 2QXV)49 è stata utilizzata come bersaglio per lo screening virtuale basato sul docking. I residui entro 8 Å da F42 in EZH2 sono stati definiti come siti di legame per via della presenza di raggruppamenti “hot-spot” nell’intorno della porzione N-terminale del peptide EZH2. Un database interno, contenente circa 1000 sostanze farmacologiche conosciute, è stato sottoposto a screening in silico. Fra questi 100 composti sono stati selezionati secondo un criterio di valutazione basato sulla capacità di docking, ed ulteriormente scremati eliminando le sostanze con conformazione inadeguata e scarsa adattabilità chimica nel sito attivo di legame, e con struttura chimica simile.  Fra questi sono stati selezionati i migliori 50 composti per l’analisi sperimentale. Fra questi l’astemizolo, un farmaco in precedenza approvato dal FDA per il trattamento della rinite allergica stagionale per via della sua attività di antagonista dei recettori istaminergici H1,48 ha mostrato la più alta attività inibitoria in un saggio competitivo di fluorescenza polarizzata (FP), (Informazioni di Supporto, Tabella S1). Ha spiazzato il peptide EZH2 con una costante di inibizione (Ki) di 23.01 μM (Figura 1A e Figure S1 nelle Informazioni di Supporto). Per determinare se l’astemizolo si fosse legato direttamente ad EED competendo con EZH2, abbiamo utilizzato diversi metodi addizionali per definire le interazioni tra EED ed astemizolo. In prima istanza, un saggio di fluorimetria differenziale a scansione ha dimostrato come l’astemizolo fosse in grado di modificare in proporzione alla dose la temperatura di fusione (Tm) di EED di oltre 4 °C fino a raggiungere un a plateau (Figura 1B), indicando che l’attività di spiazzamento di EZH2 osservata nel saggio FP fosse principalmente il risultato di un legame diretto piuttosto che una riduzione della termostabilità di EED. Inoltre, segnali di un legame forte sono stati osservati nella T1ρ (Figura1D) osservata nel ligando e nella spettroscopia di saturazione “saturation transfer difference” (STD), nello spettro di risonanza magnetica nucleare (NMR) (Informazioni di Supporto, Figura S2), e l’addizione del peptide EZH2 al complesso EED-astemizolo ha ripristinanto l’effetto T1ρ in senso dose-dipendente, suggerendo l’esclusività del legame tra EZH2 o astemizolo con EED. Per investigare sull’efficacia dell’astemizolo nell’inibire l’attività enzimatica dell’oloenzima PRC2, un saggio in vitro con una metiltransferasi istonica (HMT), è stato utilizzado per dimostrare che l’attività di HMT è stata inibita in modo dose-dipendente (Informazioni di Supporto, Figura S3). Complessivamente, questi risultati biochimici e biofisici dimostrano la reversibilità e specificità del legame tra astemizolo ed EED, e confermano che l’astemizolo impedisce l’interazione EZH2-EED.

Inibizione Selettiva dell’Attività di PRC2 da parte dell’Astemizole nelle Cellule. 
Per investigare l’abilità dell’astemizolo di inattivare il complesso PRC2 nelle cellule tumorali, cellule DLBCL che esprimevano o un EZH2 wild-type (Toledo) o un EZH2 mutante (DB) sono state esposte all’astemizolo o ad un inibitore dell’EZH2 di controllo, il EPZ005687 (EPZ), per 72 ore.25 Come indicato in Figura 2A,B, il trattamento con astemizolo ha prodotto un chiaro decremento dose-dipendente dei livelli di H3K27me3 sia nelle linee cellulari DB che in quelle Toledo.  In confronto, l’altro sito di metilazione dell’istone H3 è rimasto chiaramente immutato, sottolinando la squisita specificità dell’astemizolo nell’inibizione del PRC2 (Figura 2C). L’attività maggiore nell’inibire il complesso PRC2 in vivo piuttosto che in vitro, indica che un meccanismo nuovo potrebbe essere alla base dell’azione inibitoria dell’astemizolo nei confronti del PRC2. Precedenti studi hanno enfatizzato l’importanza dell’interazione EZH2-EED per l’integrità del complesso PRC2, e la dissociazione del complesso EZH2-EED da parte dell’astemizolo potrebbe dunque indebolire la stabilità in vivo di ciascuna subunità di PRC2. Di conseguenza, abbiamo esaminato i cambiamenti nei livelli proteici di ciascun componente fondamentale del complesso PRC2  in seguito al trattamento. Come previsto, il trattamento con l’astemizolo ha esaurito in senso dose-dipendente le proteine EZH2, EED, e SUZ12 in entrambe le linee cellulari (Figura 2A,B), in accordo con gli effetti segnalati delle mutazioni che inibiscono queste interazioni proteina−proteina30,31 e con gli effetti del peptide EZH2 immobilizzato.32 La vitalità cellulare, misurata per mezzo di citometria di flusso, indica che la riduzione nei livelli di proteina PRC2 ed H3K27me3 non sono da attribuirsi all’apoptosi indotta dall’astemizolo, specialmente per quanto riguarda gli effetti osservati a basse concentrazioni del composto  (Informazioni di Supporto Figura S4). Per contro, nessuno di questi effetti è stato osservato con l’inibitore di EZH2, EPZ (Figure 2A,B) o con il chemioterapico citotossico per il trattamento del linfoma doxorubicina (Informazioni di Supporto Figura S5),50 cosa che enfatizza il diverso meccanismo d’azione (mechanism of action, MOA) dell’astemizolo nell’inibizione di PRC2 eliminando la possibilità che la riduzione del componente di PRC2 e dei livelli H3K27me3 siano dovuti a blocchi non-specifici nella crescita cellulare. Quindi, la degradazione accelerata dei componenti fondamentali da parte dell’astemizolo ha contribuito ad uno stato più dissociato del complesso PRC2 in vivo piuttosto che in vitro, cosa che potrebbe spiegare la sua migliore attività cellulare (vedi Discussione più avanti). Presi nel loro complesso, questi risultati indicano che l’astemizolo sopprime selettivamente l’attività metiltransferasica del complesso PRC2 attraverso un’inibizione specifica dell’interazione EZH2-EED, destabilizzando i componenti fondamentali del complesso enzimatico.
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Figura 2. Saggi funzionali in vivo per gli effetti dell'astemizolo. (A, B) Livelli di EZH2, EED, H3K27me3 e proteina SUZ12 in cellule DB e Toledo a seguito di trattamento con le concentrazioni indicate di astemizolo o di EPZ 10 μM. L'istone H3 totale è mostrato come carico di riferimento. (C) Immunofissazione confrontata ad altri mark di metilazione della lisina nell'istone H3 utilizzando lisati
di cellule DB trattati con le concentrazioni di astemizolo indicate. L'istone H3 totale è mostrato come carico di riferimento.


Attività Antiproliferativa dell’Astemizolo nelle cellule DLBCL indotte dal PRC2. 
Considerato che la crescita delle cellule GCB-DLBCL è indotta da un’attività aberrante di PRC2,24 abbiamo monitorato l’impatto dell’inibizione intracellulare di PRC2 da parte dell’astemizole sulla vitalità di queste cellule tumorali. Come mostrato nella Figura 3A,B, basse concentrazioni micromolari di astemizolo hanno drammaticamente inibito la proliferazione delle cellule GCB-DLBCL portatrici di forme mutanti di EZH2 (DB, SU-DHL6, SU-DHL4, e Pfeiffer) o wild-type di EZH2 (Toledo), corroborando il ruolo essenziale del PRC2 nella proliferazione cellulare incontrollata.32 Poiché i meccanismi attraverso cui l’astemizolo e l’EPZ agiscono sul PRC2 sono differenti, un trattamento combinato con entrambi i composti dovrebbe mostrare un effetto antiproliferativo superiore rispetto a ciascuno dei due agenti usato singolarmente. Risultati incoraggianti hanno permesso di osservare un effetto significativamente sinergico sia nelle cellule DB che in quelle Toledo a seguito della simultanea somministrazione di astemizolo ed EPZ (Figura 3C,D), consistemente con i risultati del peptide EZH2 immobilizzato in un recente studio.32 La quasi totale abrogazione della crescita cellulare è stata ottenuta con una dose combinata di astemizolo 5 μM ed EPZ 5 μM. Dunque i nostri dati hanno confermato che la rottura mirata del complesso EZH2-EED e la distruzione dei componenti fondamentali del PRC2 da parte dell’astemizolo ha avuto come risultato un beneficio terapeutico per le cellule GCB-DLBCL, che può ulteriormente essere potenziato da un trattamento combinato con un inibitore EZH2.
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Figura 3. Attività antiproliferativa dell'astemizolo sulle cellule DLBCL. (A) Curve di inibizione della crescita cellulare dell'astemizolo per le cinque linee cellulari GCB-DLBCL. (B) Effetti dell'astemizolo sulla crescita delle linee cellulari DLBCL rappresentate come la concentrazione di astemizolo necessaria per inibire la crescita del 50% (concentrazione inibente 50, IC50). (C, D) Effetti del trattamento combinato alla dose indicata di astemizolo e EPZ nelle cellule DB e Toledo. Le cellule DB e Toledo sono state trattate con astemizolo e/o EPZ per 72 ore, e la vitalità cellulare è stata valutata per mezzo di citometria a flusso.

L’Attività Antiproliferativa dell’Astemizolo nei Confronti dei Linfomi è Stata Ampiamente Attribuita alla Rottura del Complesso PRC2. 
Precedenti studi hanno indicato ceh l’astemizolo è in grado di ridurre la proliferazione di cellule tumorali attraverso il blocco del canale del potassio etere à-go-go 1 (EAG1).51,52 Nell’esaminare il ruolo del bloccaggio del EAG1 nell’arresto della crescita cellulare indotto dall’astemizolo nei linfomi PRC2-dipendenti, abbiamo esaminato a fondo il livello di espressione di EAG1 sia nelle cellule DB che in quelle Toledo attraverso una RT-PCR semiquantitativa. Come mostrato in Figura 4A, l’espressione di EAG1 non è stata rilevata in nessuna delle due linee cellulari linfomatose. Tuttavia, va sottolineato come, consistemente con altri studi similari, l’EAG1 possa essere facilmente rilevato sia nelle linee di cellule tumorali del polmone A54953,54 che in quelle del cancro alla mammella MCF7,55,56 indicando l’affidabilità del saggio. Di conseguenza, i nostri risultati hanno stabilito che l’effetto di blocco della crescita cellulare dell’astemizolo per i linfomi PRC2-dipendenti potrebbe non essere dovuto al blocco del canale EAG1. Inoltre, al fine di analizzare la specificità dell’astemizolo nei confronti del complesso PRC2 nelle cellule tumorali, abbiamo in prima istanza definito delle linee cellulari a bassa espressione di EZH2 o EED trattando le cellule DB con shRNA specifico per EZH2 (shEZH2) o EED (shEED). Il simultaneo decremento nel livello proteico di EED (o EZH2) dopo il knockdown di EHZ2 (or EED) è stato consistente con la nozione che la rottura del complesso EZH2-EED possa indebolire la stabilità dei componenti fondamentali del nucleo PRC2,28,30,31 in accordo con gli effetti osservati per l’astemizolo e per il peptide EZH2 immobilizzato (Figura 4B).32 Quindi, abbiamo confrontato le differenze nell’attività inibitoria dell’astemizolo nei confronti delle cellule DB trattate con shRNA-treated e con placebo. E’ risultato evidente che le cellule tumorali DB con bassa espressione di EZH2 o EED fossero più resistenti all’attività antiproliferativa dell’astemizolo rispetto alle cellule trattate con placebo (Figura 4C,D), specialmente a più alte concentrazioni del composto, indicando che gli effetti antiproliferativi dell’astemizolo siano da considerarsi direttamente correlati al complesso PRC2. Complessivamente, i nostri risultati hanno indicato che l’astemizolo inibisce la proliferazione incontrollata di cellule linfomatose principalmente inattivando il complesso PRC2.
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Figura 4. (A) livelli mRNA di EAG1 in diverse linee di cellule tumorali. (B) Livelli di espressione di EZH2, EED, e H3K27me3 in cellule DB trattate con placebo, shEED o shEZH2 (C,D). Attività antiproliferativa dell'astemizolo in cellule DB trattate con placebo, shEED (C)  o shEZH2 (D). La vitalità cellulare è stata misurata con Alamar blue dopo 3 giorni di trattamento. * P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

Studi sui Modelli Molecolari.
Per capire la basi molecolari dell’inibizione dell’interazione EZH2-EED, è stata eseguita una simulazione di docking molecolare per analizzare il meccanismo di legame dell’astemizole. Nella simulazione di docking, è stato predetto che l’astemizolo si sarebbe legato a siti sovrapposti alla superficie di legame del peptide N-terminal EZH2 su EED (Informazioni di Supporto Figura S6).49 Il gruppo funzionale benzilimidazolico dell’astemizolo è strettamente confinato all’interno di una tasca occupata dal residuo “hot spot” F42 nell’EZH2 nel complesso proteico49 per via di numerose interazioni idrofobiche con i residui circostanti (Figura 5). Inoltre, due legami idrogeno si formano tra la 4-amminopiperidina e gli ossigeni carbonilici di L391 e Q374, e numerosi legami di van der Waals (vdW) e di contatto idrofobico vengono mediati dai gruppi benzilico ed 1-etil-4-metossibenzenico, ancorando efficientemente il composto nella tasca di legame di EZH2 (Figura 5). Per misurare l’affidabilità del modello di docking, abbiamo usato una metodica di calorimetria differenziale per caratterizzare il legame dell’astemizolo con diversi EED mutanti. Come previsto, la Tm degli EED wild-type è risultata significativamente aumentata in presenza di astemizolo, mentre questo effetto non è stato osservato per gli EED mutanti (L246E, L315D, L353A, e F356Y) che presentavano mutazioni nei residui che mediano l’interazione diretta con l’astemizolo nel modello di docking. Inoltre, analogamente agli effetti osservati per l’EED wild-type, l’astemizolo ha migliorato la stabilità di proteine EED con mutazioni (V112E ed L123E) distanti dal sito di legame ipotizzato (Informazioni di Supporto Figura S6), supportando la validità del modello di docking. Tuttavia gli incrementi individuali della termostabilità proteica conferiti dall’astemizolo, non possono essere attribuiti all’alterata termostabilità delle proteine mutanti poiché queste presentavano valori intrinseci di Tm quasi identici (Informazioni di Supporto Figura S7).

[image: ]
Figura 5. Modello molecolare del complesso astemizolo/EED. (A) Interazioni dettagliate tra l'astemizolo (bacchette gialle) e l'intorno dei suoi residui con EED (bacchette blu e rosa). I residui selezionati per la mutagenesi sono colorati in rosa. La tasca idrofobica occupata dal residuo Phe42 di EZH2 (bacchette verdi) è rappresentata come i contorni della sua superficie. (B) Stabilizzazione degli EED mutanti da parte dell'astemizolo. Vengono mostrate le curve di fusione della proteina EED 2 μM in presenza di astemizolo 200 μM. 

Per verificare ulteriormente l’affidabilità del modello predittivo di legame ed esplorare la struttura chimica essenziale dell’astemizolo responsabile del suo specifico legame con l’EED, abbiamo esaminato le attività inibitorie in vivo dei suoi metaboliti.48 Come mostrato nelle Informazioni di Supporto Figura S8, il desmetilastemizolo ha mostrato attività moderatamente ridotta nel saggio FP in confronto all’astemizolo, in accordo con la perdita di interazioni idrofobiche tra il gruppo metilico ed il F372 dell’EED nel modello di docking. Inoltre, per il norastemizolo è stata rilevata un’attività inibitoria significativamente inibita (Informazioni di Supporto Figura S8B), quest’ultimo composto ha un peso molecolare molto inferiore per via della N-dealchilazione in vivo.57  La ragione di questo risultato potrebbe essere la perdita di numerosi legami di van der Waals (vdW) e di contatto idrofobico, mediati dai gruppi 1-etil-4-metossibenzenici con i residui circostanti, sulla base della simulazione di (Figura 5A). Tuttavia, la riproducibilità dell’attività inibitoria del norastemizolo nel saggio FP, così come il ruolo critico degli elementi strutturali corrispondenti al norastemizolo nell’ancoraggio dell’astemizolo alla tasca idrofobica dell’interfaccia PPI, indicano che il norastemizolo potrebbe possedere i componenti fondamentali dell’astemizolo richiesti per inibire l’interazione EZH2-EED. Abbiamo quindi esaminato l’effetto di stabilizzazione proteica del norastemizolo con il saggio di calorimetria differenziale. Risultati incoraggianti hanno mostrato che la termostabilità di EED è stata incrementata in senso dose-dipendente dal norastemizolo (Informazioni di Supporto Figura S8BC), enfatizzando il contributo indispensabile dello scheletro norastemizolico nella rottura del complesso EZH2-EED da parte dell’astemizolo.
■ CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE 
Lo sviluppo di potenti e selettivi modulatori del PRC2 è un argomento particolarmente interessante nella ricerca sui farmaci epigenetici. Sebbene molti inibitori di EZH2 abbiano mostrato una notevole efficacia negli studi preclinici e clinici, l’esplorazione di nuovi meccanismi d’azione che abbiano come bersaglio le interazioni EZH2-EED potrebbero avere ben più ampie implicazioni terapeutiche nel campo dei tumori umani legati al PRC2 sia dipendenti che indipendenti dall’attività HMT.33−35 Inoltre, il recente sviluppo di inibitori notevolmente potenti che hanno come bersaglio l’interfaccia PPI, come il WDR5-MLL1,58,59 Menin-MLL,60,61 e i complessi BRD4-acetil-lisina,62,63 hanno enfatizzato la validità degli inibitori PPI epigenetici nella terapia del cancro. E’ di notevole interesse notare come gli inibitori PPI sia in in grado di raggiungere maggiore selettività dei composti che bersagliano direttamente i siti attivi degli enzimi modificatori degli istoni, tenendo in considerazione che le interfacce allosteriche PPI mostrano una molto minore conservazione strutturale e sequenziale dei siti enzimatici, come indicato dal recente elegante studio sugli inibitori WDR5-MLL1.58,59 Tuttavia, nessun inibitore di piccole dimensioni molecolari è stato finora sviluppato con l’obiettivo di inibire l’interazione EZH2-EED. Nel presente studio, abbiamo descritto in dettaglio l’identificazione e la caratterizzazione dell’astemizolo in quanto piccola molecola in grado di modulare il livello di modifica cellulare del H3K27me3 attraverso l’inibizione dell’interazione EZH2-EED del PRC2, un bersaglio PPI intrinsecamente difficile caratterizzato da un legame vasto e forte (“tight and wide”).43 Per prima cosa, uno screening virtuale basato sulla struttura è stato utilizzato per identificare i potenziali inibitori delle interazioni EZH2-EED, fra i quali l’astemizolo è stato identificato come un agente potenzialmente in grado di spiazzare il peptide EZH2 nel saggio FP competitivo. Poi, diverse prove biochimiche e biofisiche hanno dimostrato il meccanismo unico dell’astemizolo nell’impedire l’attività del PRC2 legandosi direttamente all’EED. Gli studi effettuati sulle popolazioni cellulari hanno poi ulteriormente indicato che lo smantellamento del complesso EZH2-EED da parte dell’astemizolo era in grado di esauire efficientemente i componenti fondamentali del complesso enzimatico PRC2, abrogando l’attività del PRC2 all’interno delle cellule, consistemente con i dati provenienti sia dagli esperimenti sulla mutagenesi che con gli RNAi, così come gli effetti osservati per il peptide EZH2. Inoltre, piuttosto che bloccare il canale del potassio EAG1, il meccanismo d’azione unico dell’astemizolo ha inattivato il complesso PRC2, traducendosi in un’efficace azione antiproliferativa nelle linee cellulari DLBCL PRC2-dipendenti, confermando il potenziale terapeutico dello smantellamento del complesso EZH2-EED suggerendo fra l’altro una nuova strategia complementare per arrestare i tumori umani PRC2-indotti. Infine, gli studi sui modelli molecolari hanno mostrato che l’astemizolo è legato ad una tasca idrofobica occupata da residui “hot-spot”, che hanno fornito la base strutturale putativa per ulteriori ottimizzazioni aiutando ad identificare nel norastemizolo l’impalcatura chimica fondamentale per smantellare il complesso EZH2-EED. Poiché una rara, grave cardiotossicità può presentarsi in caso di sovradosaggio di astemizolo a causa dell’inibizione del gene umano del canale del potassio etere-a-gogo (hERG) potassium channel,64 l’ottimizzazione farmacologica dell’astemizole e del suo metabolita minore norastemizolo, che ha un’attività molto minore sui canali del potassio,65 potrebbe ulteriormente aumentare la potenza inibitoria del complesso EZH2-EED diminuendo al contempo la tossicità sul hERG. Le nostre scoperte hanno enfatizzato il meccanismo d’azione unico degli inibitori PPI EZH2-EED nell’inibizione del PRC2, che disassociando il complesso ha accelerato la degradazione dei componenti fondamentali del nucleo PRC2 all’interno delle cellule (Figura 2A,B). Dunque, analogamente ad un modello di equilibrio di reazione chimica, abbiamo suggerito che l’equilibrio di associazione-dissociazione dei componenti del PRC2 viene ampiamente rimodellato dagli inibitori delle interazioni EZH2-EED all’interno delle cellule (Informazioni di Supporto Figura S9). L’aggiunta di astemizolo ha irreversibilmente promosso la degradazione dei componenti fondamentali dopo la disassociazione del complesso EZH2-EED, spostando l’equilibrio del complesso PRC2 verso uno stato più dissociato rispetto che in vitro. Questa ipotesi potrebbe spiegare la migliore attività dell’astemizolo nei saggi in vivo. E’ importante notare che non si può comunque escludere la possibilità sia in grado di legarsi ad altri bersagli, poiché esso è già una ben conosciuta sostanza farmacologica approvata dal FDA per la sua attività di antistaminico anti-H1, i cui effetti potrebbero contribuire ulteriormente all’arresto della crescita cellulare. Tuttavia, i risultati di abbattimento e selezione del bersaglio hanno chiaramente indicato che l’astemizolo abbia agito, almeno in parte, sull’interfaccia EZH2-EED del complesso PRC2 nelle cellule. Di maggiore importanza infine, i risultati del nostro studio potrebbero gettare le fondamenta per ulteriori sviluppi di inibitori del PRC2 ancora più selettivi e potenti per la terapia bersaglio epigenetica, ed anche di potenti sonde chimiche utili per investigare numerosi percorsi biologi legati ai complessi multiproteici.

■ SEZIONE SPERIMENTALE
Screening Virtuale e Docking Molecolare. 
Un database interno contenente circa 1000 terapie farmacologiche conosciute è stato analizzato per mezzo di screening in silico nei confronti della struttura EED (PDB entry 2QXV)49 con il programma GLIDE 5.5 (grid-based ligand docking with energetics).66,67 Le strutture proteiche sonos tate utilizzate utilizzando il Protein Preparation Wizard Workflow incluso nell’interfaccia grafica Maestro della suite di programmi Schrödinger, utilizzando le impostazioni di default. I resuidui entro gli 8 Å intorno a F42 in EZH2 sono stati definiti come siti di legame all’interno dei quali sono state create le griglie di docking. Le impostazioni di default sono state adottate per il cut-off, la neutralizzazione, lo scaling e le dimensioni della tasca di legame. Tutti i composti del database sono stati dockati nel sito di legame definito senza impedimenti e sono stati calssificati in base al punteggio fornito da Glide. I cinque composti in cima alla classifica sono stati ulteriormente sottoposti a validazione del docking con la modalità precisione extra (XP) per eliminare i falsi positivi, atttraverso una vasta campionatura ed un criterio di assegnazione del punteggio avanzato, ottenendo un arricchimento ancora maggioret.68 Infine, dopo l’ispezione visiva e l’analisi della diversità chimica, i composti candidati sono stati sottoposti a saggio di fluorescenza polarizzata. Nella simulazione del docking dell’astemizolo su EED è stata utilizzata una procedura similare a quella appena descritta.

Espressione Proteica e Purificazione. 
I geni EED (residui 81−441), che coprono le ripetizioni WD40,49 sono stati subclonati in un vettore pET28a modificato, contenente l’etichetta SUMO dopo l’etichetta 6 × His N-terminale. Le proteine ricombinanti sono state sovraespresse a 16 °C in un ceppo BL21 (DE3) di Escherichia coli e successivamente purificate per cromatografia di affinità su nichel (GE Healthcare). Dopo la rimozione dell’etichetta His-SUMO da parte della proteasi ULP1 l’elusione è stata ulteriormente frazionata per mezzo di scambio anionico (Mono-Q; GE Healthcare) e cromatografia di esclusione dimensionale (Superdex 75; GE Healthcare). Le proteine sono state concentrate in un tampone contenente 25 mM HEPES (pH 8.0), 150 mM NaCl, e 1 mM DTT. Un costrutto EED mutato è stato prodotto come precedentemente descritto69 e le identità confermate per sequenziazione. Le proteine mutate sono state espresse in cellule batteriche e purificate con la stessa tecnica.

Saggio di Fluorescenza Polarizzata (FP). 
Il peptide elicoidale EZH2 (residue 39−63)  marchiato con fluoresceina è stato sintetizzato in un sintetizzatore peptidico completamente automazziato Liberty Blue (CEM). Nell’esperimento di legame basato su FP, sono state preparate diluizioni progressive di proteina EED e aggiunte alla miscela di 40 μL di tampone FP (25 mM PIPES pH 6.2, 150 mM NaCl, 0.1 mg/mL BSA, e 0.01% NP40) in un
in a formato a 384 pozzetti (Corning 3575). La concentrazione finale del peptide marchiato FITC è stata 50 nM e la concentrazione di DMSO è stata 10% (v/v). Dopo incubazione a 26 °C per 1 ora, la FP è stata misurata in un lettore multimodale di micropiastre PerkinElmer EnVision con eccitazione a 485 nm ed emissione a 520 nm. Il cambio di polarizzazione è stato riportato in grafico come funzione del logaritmo della concentrazione proteica, e la costante di dissociazione apparente (Kd app) è stata ottenuta dalla curva sigmoide (Informazioni di Supporto Figura S1A). Dopo la trasformazione dei valori di polarizzazione (mP) in valori di anisotropia (mA), la costante di dissociazione (Kd) è stata calcolata adattandola non linearmente all’equazione 1,70 illustrata nelle Informazioni di Supporto Figura S1B.
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Equazione impiegata per calcolare il valore Kd.
A è l’anisotropia sperimentale trasformata dai valori FP. Af indica l’anisotropia per il ligando libero e Ab l’anisotropia per il legando completamente legato.LT e RT indicano la concentrazione totale del peptide marchiato FITC e della proteina. Poiché il valore dell’anisotropia (A) è misurato per ogni concentrazione di proteina (RT), i valori Ab, Af, e Kd si possono ottenere adattando i dati a questa equazione. Nell’esperimento competitivo basato su FP, sono state preparate diluzioni sequenziali dei competitori per EZH2 da stock di DMSO 100 mM. Il composto diluito è stato aggiunto alla miscela di reazione in 40 μL di tampone FP fino ad una concentrazione finale di 0.5 μM di EED e 50 nM peptide marchiato FITC. Dopo incubazione a 26 °C per 1 ora, la FP è stata misurata per ogni concentrazione di composto, ed il valore IC50 value è stato determinato con il modello logistico a 4 parametri di regressione lineare con GraphPad Prism 6. Precedenti studi hanno dimostrato in modo inequivocabile come alte concentrazioni di recettore e ligando marchiato possano portare ad una sottostima dell’affinità di legame del composto dal valore di IC50.71−73 Abbiamo quindi preferito analizzare l’affinità dell’astemizolo per EED trasformando il valore IC50 nella costante di inibizion (Ki), che rappresenta la costante di equilibrio di legame del composto ed in teoria è indipendente dalle condizioni sperimentali, ad eccezione della temperatura. A questo punto, per derivare il valore di Ki dell’astemizolo, sono stati utilizzati l’equazione matematica (eq 2) o il calcolatore di Ki online (http://sw16.im.med.umich.edu/software/calc_ki/), progettati per i saggi FP prendendo in considerazione gli effetti di alte concentrazioni di peptide e proteina.73
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L’equazione utilizzata per calcolare il valore Ki dell’astemizolo.
[I]50 indica la concentrazione dell’inibitore libero al 50% di inibizione, L50 è la concentrazione del ligando marchiato libero al 50% di inibizione, [P]0 è la concentrazione di proteina libera allo 0% di inibizione, e Kd è la costante di dissociazione del complesso proteina-peptide. Per ottenere i valori di [I]50, [P]0, e L50, sono stati forniti i valori di concentrazione totale di proteina e di peptide marchiato con fluoresceina, la costante di dissociazione del complesso proteina-petide e il valore IC50 dell’astemizolo.

Saggio di Calorimetria Differenziale
Il saggio di calorimetria differenziale è stato eseguito su un sistema 7500 Fast Real-time PCR System (ABI) secondo protocolli riconosciuti.74,75 Ogni soluzione di reazione conteneva 2 μM EED, 5×SYPRO Orange (Invitrogen), e composti di prova in 20 μL di buffer per calorimetria differenziale (25 mM PIPES, pH 6.2, 150 mM NaCl, 1 mM DTT) riscaladata da 25 a 95 °C ad un incremento di rampe dell’1%. Il cambio nell’intensità della fluorescenza dello SYPRO Orange è stato monitorato in funzione della temperatura. La temperatura di fusione (Tm) è stata calcolata con il metodo Boltzmann con il programma Protein Thermal Shift Software v 1.1 (ABI). Ogni reazione è stata ripetuta per tre volte.

Saggio di Legame NMR. 
La T1ρ osservata del ligando, e gli esperimenti NMR di differenza di saturazione spettroscopia (STD), sono stati utilizzati per investigare le interazioni ligando-proteina. Tutti gli spettri NMR sono stati ottenuti a 25 °C con uno spettrometro Bruker Avance III-600 MHz (frequenza protonica) quipaggianto con una sonda a raffreddamento criogenico (Bruker biospin, Germania). I campioni contenevano 400 μM di composto, 400 μM di composto in presenza di 5 μM di proteina, e 400 μM di composto in presenza di 5 μM di proteina e 20 μM o 100 μM di peptide EZH2 (residui 39−68), dissolti in un buffer fosfato (20 mM NaPO4, 100 mM NaCl, pH 7.4, 10% DMSO) e quindi utilizzati nell’acquisizione dei dati NMR.

Saggio In Vitro dell’Istone Metiltransferasi (HMT). 
Un oloenzima PRC2 a cinque componenti (EZH2, SUZ12, EED, RBBP4, e AEBP2), è stato acquistato da Sigma (SRP0134). L’enzima (30 nM) è stato incubato con una dose crescente di inibitore (ovvero 10 nM, 100 nM, 1 μM, 10 μM, e 100 μM) in presenza di DMSO 5% su ghiaccio per 30 minuti. L’ottamero istonico (454 nM) e il SAM 48 μM sono stati quindi aggiunti e la reazione è stata effettuata in un buffer contenente 25 mM Tris-HCl, pH 8.0, 10 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2.5 mM MgCl2, 1 mM DTT, 5% Glicerolo, e 2% DMSO a 30 °C per 4 ore. La reazione è stata interrotta da tintura di carico 1× SDS ed il prodotto è stato risolto dal SDS-PAGE. Il segnale H3K27me3 è stato individuado da un anticorpo anti-H3K27me3 della Abcam (ab6002).

Analisi del Western Blot. 
Per individuare la degradazione dei componenti del PRC2 e la riduzione di H3K27me3, le cellule DB e Toledo sono state trattate con astemizolo o doxorubicina per 72 ore. Successivamente, le cellule sono state lisate con un buffer RIPA (50 mM Tris-HCl pH 8.0; 150 mM NaCl; 1% NP-40; 0.5% sodio desossicolato; e 0.1% SDS). I lisati con un totale proteico di 30 μg sono stati separati con SDS-PAGE, e trasferiti su una mebrana PVDF (GE Healthcare). I blot sono stati sondati con gli anticorpi primari indicati seguiti da anticorpi IgG murini o di coniglio HRP-coniugati. L’individuazione è stata effettuata con substrato HRP chemiluminescente (GE Healthcare). Per l’immunofissazione delle modifiche di metilazione di altri istoni H3, i campioni sono stati preparati come descritto.27

Analisi della Vitalità Cellulare. 
Sono state otteneute linee cellulari di linfoma a grandi cellule B diffuso (SU-DHL6, Toledo, DB, SU-DHL4, and Pfeiffer) dalla American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA) e coltivate in un mezzo a RPMI 1640 supplementate con 10% FBS e 1 × Pen/Strep. Per determinare l’effetto dell’astemizolo sulle cellule DLBCL, le cellule (1−2 × 104 cellule per pozzetto) sono state piazzate in 100 μL di siero contentente un mezzo con astemizolo in piastra di microtitolazione a 96-pozzetti a fondo piatto in colture triplicate. La vitalità cellulare è stata calcolata con il Cell Counting Kit-8 (CCK8, Dojindo) dopo 7 giorni di incubazione. L’assorbanza è stata misurata a 450 nm con 600 nm come riferimento utilizzando un lettore di micropiastre (POLARstar Omega, Offenburg). La vitalità cellulare è stata espressa come la percentuale di assorbanza cellulare nelle cellule sottoposte al trattamento indicato su cellule di controllo. Per determinare l’effetto dell’astemizolo su entrambe le cellule DB trattate con shEED e shEZH2, le cellule (5000 cellule per pozzetto) sono state piazzate in 200 μL di siero contentente un mezzo con astemizolo in piastra di microtitolazione a 96-pozzetti a fondo piatto in colture triplicate. La vitalità cellulare è stata misurata con saggio alamar blue dopo 3 giorni di incubazione. Successivamente all’aggiunta di 20 μL di alamar blue (Invitrogen), le piastre sono state incubate a 37 °C e lette a 560 nm.

Saggio della Citometria di Flusso.
L’apoptosi cellulare è stada determinata con doppio staining con annessina V coniugata con FITC e 7-ammino-actinomicina (7AAD). Le cellule DB e Toledo sono state trattate con 0, 0.6, 1.25, 2.5, 5, e 10 μM di astemizolo per 72 ore. Poi, secondo protocollo, 1 × 106 cellule sono state macchiate con annessina V-FITC e 7AAD (Annexin VFITC apoptosis detection kit I, BD Pharmingen) per 15 minuti al buio e analizzati per citometria di flusso utilizzando un citometro FACS Calibur (BD Pharmingen). Per valutare gli effetti del trattamento combinato alla dose indicata di astemizolo e EPZ nelle cellle DB e Toledo, queste sono state trattate con EPZ e/o astemizolo per 72 ore, e la vitalità cellulare misurata per citometria di flusso come descritto sopra. Le cellule apoptotiche sono state individuate come cellule annessina V+ e/o 7AAD+. Le cellule che non presentavano nè V-FITC nè 7AAD sono state considerate vitali.

Plasmidi RNAi.
Primers di shRNA-Mock (placebo), shRNA-EED(shEED), o shRNA-EZH2 (shEZH2) sono stati progettati e clonati rispettivamente nel vettore lentivirale pSICOR. I lentivirus sono stati prodotti in cellule HEK239T, maintenuti in 1640 supplementato con 10% FBS senza antibiotico, per co-trasfezione pSicoR, psPAX2, e pMD2.G con lipofectamina 2000 (Invitrogen). I supernatanti colturali contenenti particelle lentivirali pseudo-digitati sono stati filtrati con un 0.22 (Millipore). I primers per shRNA placebo, EED, ed EZH2 sono stati i seguenti: shRNA-Mock (sh-placebo): GGAACCGTCTTGCAGTACATTT; shRNA-EED (shEED): GCCAGTGTGACATTTGGTAT-3′; e shRNA-EZH2 (shEZH2): 5′-GCTCTAGACAACAAACCTTT-3′, rispettivamente.

Fonte e Purezza dell’Astemizolo
L’astemizolo è stato acquistato dalla compagnia Sigma-Aldrich (A2861), che afferma di possedere composti con più del 98% di purezza basandosi su analisi di cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLC).
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