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 Lucrarea de doctorat intitulată “Studiul mecanismelor de activare a receptorilor 

chemokinici în prezența compușilor coordinativi cu Zn
2+

 și a unor liganzi de mici 

dimensiuni cu potențiale aplicații antivirale” cuprinde 129 pagini și este însoțită de 302 

indici bibliografici și 5 anexe ce conțin, printre altele, și articolele publicate. Rezultatele 

experimentale obținute de-a lungul elaborării tezei fac subiectul a 11 tabele, 45 figuri și 2 

publicații în jurnale cu factor de impact, un capitol de carte într-o serie indexată în Thomson 

Reuters Web of Knowledge, precum și un articol în curs de publicare. Acest rezumat are 

scopul de a prezenta succint principalele rezultate ale tezei, precum și o serie de concluzii 

generale, și este însoțit de o bibliografie selectivă. 
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Introducere și obiective 

Elucidarea interacțiunilor ligand-receptor la nivelul unor proteine transmembranare 

implicate în homeostaza organismului a reprezentat un interes deosebit pentru comunitatea 

științifică încă dinaintea existenței detaliilor structurale cu privire la organizarea 

tridimensională a acestora în membrana celulară [1, 2]. Receptorii cuplați cu proteine G 

(GPCRs) sunt o familie de astfel de proteine transmembranare ce joacă un rol indispensabil 

procesele normale ale corpului prin medierea cascadelor de semnalizare celulară. Mulți dintre 

receptorii senzoriali, inclusiv cei vizuali, olfactivi, gustativi și nociceptivi sunt GPCRs, dar și 

o multitudine de receptori implicați în neurotransmisie sau în diverse funcții cognitive, în 

reglarea creșterii sau diferențierii celulare, sau apoptozei [3-6]. În același timp, GPCRs sunt 

implicați în fiziopatologia multor boli precum cancerul, depresia sau infecțiile virale, fiind 

unele din cele mai exploatate ținte ale medicamentelor de pe piața farmaceutică actuală [7], 

precum și a numeroase eforturi de cercetare în domeniul descoperirii medicamentului [8]. În 

ciuda diversității liganzilor capabili de a induce semnale prin receptorii aferenți, mecanismele 

de activare a GPCRs sunt asemănătoare [9], dar nu sunt guvernate de interacțiuni universale 

ligand-receptor [10], ceea ce face stabilirea interacțiunilor cheie dintre moleculele ligand și 

receptor să fie problematică și în consecință, face ca procesul de descoperire de noi liganzi să 

fie dificil și foarte complex [11].  

Ionii metalici, dar și complecșii metalici, și-au demonstrat utilitatea în analiza 

structurală a GPCRs, dat fiind că rețelele de interacțiuni intra-receptor implicate în 

mecanismele de activare a receptorilor au fost descrise de nenumărate ori la nivelul GPCRs 

prin introducerea artificială a unor situsuri de coordinare [12-17]. Interacțiunea ionilor 

metalici cu catenele laterale ale aminoacizilor are loc sub condiții bine definite, dependente 

de preferința pentru o anumită geometrie a ionului metalic. Mai mult, prezența chelaților 

aromatici în cavitățile de legare poate duce la o stabilizare extinsă a aminoacizilor aromatici 

adiacenți prin interacțiuni de tip π-π, îmbunătățind acomodarea complecșilor la nivelul 

receptorilor, și vor servi ca substrat inițial pentru activare. În studiul GPCRs, creearea unor 

situsuri de coordinare metalică la nivelul structurii transmembranare a acestora, împreună cu 

stabilizarea ionului metalic la nivelul receptorului de către o serie de chelați polipiridinici 
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simpli a contribuit la fundamentarea conceptului de activare a receptorilor [12, 13, 18, 19]. 

Câteva polipiridine simple pot modula funcția liganzilor endogeni deja legați la receptori 

într-o manieră alosterică în prezența ionilor metalici [20-22], ceea ce sugerează faptul că 

compușii coordinativi pot fi utili și în studiul alosterismului la nivelul GPCRs, deci pot 

contribui la dezvoltarea de noi modulatori alosterici cu proprietăți specifice în scopuri 

terapeutice. 

O clasă aparte de GPCRs care reprezintă un interes deosebit pentru comunitatea 

științifică actuală, mai ales din perspectivă farmaceutică, este cea a receptorilor chemokinici, 

datorită rolului central pe care îl joacă în procese precum inflamația cronică, bolile 

autoimune sau infecția cu diverse virusuri, inclusiv herpesvirusurile sau HIV, dar și în 

procesele homeostatice normale ale organismului [23]. Liganzii endogeni ai acestor receptori 

sunt o serie de proteine chemotactice de 8-12 kDa, cunoscute sub numele de chemokine, care 

interacționează cu receptorii lor aferenți prin rețele extinse de aminoacizi, atât în domeniul 

transmembranar al receptorului, cât și în cel extracelular, spre deosebire de majoritatea altor 

receptori din aceeași superfamilie a GPCRs, care preferă acomodarea liganzilor endogeni 

exclusiv în regiunea transmembranară. Astfel, studierea mecanismelor de activare a 

receptorilor chemokinici în prezența liganzilor endogeni poate fi dificilă, și datorită 

suprafeței mari de interacțiune dintre perechile chemokină:receptor, sunt necesare metode 

alternative pentru a studia mecanismele de activare a acestor receptori. 

Mulți patogeni virali precum HIV utilizează receptorii chemokinici pentru a pătrunde 

în interiorul celulelor-gazdă prin acomodarea unei glicoproteine virale care mimează 

chemokinele endogene la nivelul cavităților de legare ale receptorilor. Citomegalovirusul 

uman (HCMV) codifică proteine asemănătoare chemokinelor sau receptorilor chemokinici 

pentru a păcăli sistemul imunitar și de obicei este prezent în stare latentă, rareori 

simptomatică, la majoritatea populației adulte. Totuși, infecția primară cu HCMV este cauza 

principală de deces și morbiditate la indivizi imunocompromiși, spre exemplu în urma unor 

protocoale premergătoare transplantului de organe, în cazul administrării de agenți 

chimioterapeutici imunosupresivi în vederea tratării cancerelor hematopoietice, la indivizi cu 

SIDA, boli autoimune sau cancer, precum și la nou-născuți, în cazul cărora sistemul imunitar 

nu este dezvoltat în totalitate. Aproximativ unul din 150 nou-născuți se naște cu infecție 

congenitală cu HCMV, care poate cauza probleme serioase de sănătate ce includ retard 
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mintal, handicap vizual sau auditiv, microcefalie, convulsii sau encefalită în aproximativ 10-

15% din cazuri, sau poate induce avort spontan sau naștere prematură la mamele infectate, 

ceea ce face ca infecția primară cu HCMV să fie una din principalele cauze ale defectelor 

congenitale [24, 25]. Din acest motiv, necesitatea terapiilor anti-HCMV este mare, însă 

numărul disponibil de terapii medicamentoase este limitat. Receptorul chemokinic viral 

US28, codificat de HCMV, este exprimat în toate stadiile infecției virale, inclusiv latența, 

deci poate fi o țintă potrivită pentru potențiale terapii antivirale, însă numărul de structuri 

moleculare ce pot interacționa cu acest receptor este limitat. 

Eforturi continue de a dezvolta terapii ce acționează la nivelul sistemului chemokinic 

au dus la aprobarea a doar două medicamente pe piața farmaceutică mondială: maraviroc 

(Celsentri
©

), un modulator alosteric negativ pentru receptorul chemokinic CCR5, utilizat în 

tratamentul infecțiilor cu anumite tulpini ale virusului HIV, și plerixafor (Mozobil
©

), pentru 

creșterea mobilizării celulelor stem hematopoietice în sângele periferic la pacienți aflați sub 

tratament chimioterapeutic. Alte potențiale terapii antivirale sau antiinflamatoare nu au reușit 

să treacă de etapele finale de testări clinice [26]. În consecință, o înțelegere mai bună a 

sistemului chemokinic, combinată cu eforturi susținute de dezvoltare a medicamentului, ar 

putea crește rata de succes a studiilor clinice întreprinse în acest sens.  

Astfel, cercetarea din această teză este orientată spre înțelegerea mecanismelor 

moleculare din spatele activării și modulării alosterice a receptorilor chemokinici de către 

molecule de mici dimensiuni, precum și identificarea de noi liganzi sau structuri moleculare 

ce acționează la nivelul sistemului chemokinic, cu scopul final de a genera noi strategii 

terapeutice ce țintesc acest sistem, precum infecția cu HCMV. 

 

Principalele obiective ale tezei au fost următoarele: 

1. Descrierea mecanismelor moleculare din spatele activării și modulării alosterice a 

receptorilor chemokinici de către liganzi de mici dimensiuni cu centru metalic printr-o 

abordare combinată in vitro și in silico; 

2. Identificarea de noi structuri moleculare capabile de a modula activitatea receptorilor 

chemokinici sau de a influența legarea chemokinelor endogene la receptori printr-o 

abordare combinată in vitro și in silico; 
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Obiectivele generale de mai sus au fost îndeplinite prin următorul set de obiective 

specifice: 

1. Propunerea unui situs de legare pentru complexele metalice ZnBip, ZnTerp și ZnClTerp 

la nivelul receptorului chemokinic CCR5 prin experimente de andocare moleculară in 

silico; 

2. Validarea situsului de legare propus prin experimente in vitro la nivelul fenotipului 

sălbatic (WT) al CCR5 și a 23 receptori mutanți, generați pe baza rezultatelor 

computaționale; 

3. Identificarea aminoacizilor implicați în acomodarea celor trei chelați la nivelul cavității 

de legare a CCR5; 

4. Descrierea mecanismelor structurale ale activității ago-alosterice, respectiv pur alosterice 

manifestate de ZnBip și ZnTerp, respectiv ZnClTerp la nivelul CCR5 pe baza rezultatelor 

experimentale in silico și in vitro; 

5. Crearea unei biblioteci de molecule de mici dimensiuni ce posedă aceleași proprietăți 

farmacofore ca și ligandul cu caracter agonist invers al receptorului chemokinic viral 

US28, VUF2274, selectate din baze de date de compuși disponibili comercial; 

6. Evaluarea bibliotecii de liganzi de mici dimensiuni la nivelul US28 prin experimente 

funcționale și de legare competitivă cu radioliganzi; 

7. Identificarea de noi structuri moleculare cu abilitatea de a modula activitatea receptorului 

US28 și de a le stabili modul de legare la nivelul situsului de legare al receptorului; 

8. Crearea unei biblioteci de nouă generație de molecule de mici dimensiuni ce posedă 

aceleași proprietăți farmacofore ca și structurile „lead‟ 33, 125 și 76 de primă generație și 

de a o evalua la nivelul US28 prin experimente funcționale și de legare competitivă cu 

radioliganzi; 

9. Identificarea de noi liganzi capabili de a modula activitatea US28 cu proprietăți 

farmacologice îmbunătățite față de compușii de primă generație și de a le stabili modul de 

legare la nivelul situsului de legare al receptorului chemokinic viral; 

10. Demonstrarea utilității receptorului trunchiat US28Δ300 în procesul de descoperire de 

medicament la nivelul receptorului US28. 

 



5 
 

Experimentele in vitro, precum și câteva din experimentele in silico prezentate în teză 

au fost întreprinse la Institutul de Neuroștiință și Farmacologie de la Universitatea din 

Copenhaga, Danemarca, în grupurile de cercetare ale Prof. Mette Rosenkilde și Assoc. Prof. 

Thomas Frimurer pe parcursul a trei mobilități de practică în timpul studiilor doctorale. În 

cadrul tezei ce face subiectul acestui rezumat, metodologia utilizată, atât computațională cât 

și cea in vitro sunt detaliate în secțiunea Materiale și Metode. 

 

Secțiunea de Contribuții Originale a tezei este divizată în trei capitole, fiecare 

concentrându-se asupra unui subiect ce în final contruibuie la înțelegerea sistemului 

chemokinic și la dezvoltarea de noi potențiale terapii medicamentoase ce țintesc receptorii 

chemokinici. În paginile ce urmează sunt rezumate principalele rezultate ale fiecărui capitol. 

Numerotarea capitolelor, figurilor, tabelelor și structurilor din acest rezumat este identică cu 

cea utilizată în teză. 
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Capitolul 3. Elucidarea substratului structural al modulării alosterice a 

receptorului chemokinic CCR5 de către chelați polipiridinici simpli 

Primele patru obiective specifice din cele menționate anterior au fost urmărite în 

capitolul 3 al tezei. Cei trei agenți chelatori utilizați au fost 2,2‟-bipiridina, 2,2‟:6‟,2”-

terpiridina și 4‟-cloro-2,2‟:6‟,2”-terpiridina (Figura 15). 

 

Figura 15. Structurile chimice ale 2,2‟-bipiridinei (Bip), 2,2‟:6‟,2”-terpiridinei (Terp) și 4‟-cloro-

2,2‟:6‟,2”-terpiridinei (ClTerp) 

 În ciuda unei mici diferențe structurale, Terp and ClTerp au comportări farmacologice 

diferite la nivelul CCR5 în prezența ionilor Zn
2+

. Astfel, ZnTerp (asemeni ZnBip) posedă atât 

capacitatea de a amplifica legarea chemokinei endogene CCL3 la nivelul receptorului, cât și 

abilitatea de a activa independent CCR5, pe când ZnClTerp nu poate activa receptorul, fiind 

un modulator alosteric pur ce influențează doar capacitatea de legare a CCL3 la receptor [22, 

27]. În cazul acestor două terpiridine, efectul alosteric poate fi separat de activitatea 

intrinsecă printr-un sigur atom de clor, însă nu este clar dacă această comportare apare ca 

urmare a unei acomodări diferențiate la nivelul receptorului sau dacă acești compuși stabilesc 

contacte preferențiale cu aminoacizi de la nivelul aceleiași cavități de legare. Cu scopul de a 

înțelege substratul structural al alosterismului și ago-alosterismului celor două terpiridine și 

bipiridinei la nivelul CCR5, precum și pentru a descrie mecanismul molecular din spatele 

separării acestor efecte, situsurile de legare ale chelaților au fost prezise prin modelare 

moleculară, apoi confirmate prin experimente in vitro de evaluare funcțională și de legare 

competitivă cu radioliganzi la nivelul a 23 de receptori mutanți. 

 Mai întâi s-a generat un model prin omologie pentru receptorul CCR5, bazat pe 

structura cristalină a receptorului chemokinic viral US28, care prezintă toate caracteristicile 

unui receptor în stare activă, din moment ce toți liganzii testați induc activarea directă a 

receptorului sau amplifică legarea chemokinelor la acesta. Apoi, dat fiind faptul că chelații 
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metalici sunt formați in situ, un ion Zn
2+

 a fost plasat în cavitatea de legare a receptorului în 

vecinătatea aminoacidului presupus că ar funcționa drept ancoră pentru ionul metalic, E283 

din TM VII. 

 Studiile de andocare moleculară au sugerat acomodarea în manieră asemănătoare la 

nivelul CCR5 a celor trei compuși coordinativi, care în același timp își datorează 

comportarea farmacologică acțiunii concertate agent chelant-ion metalic-acid glutamic. Toți 

compușii sunt stabilizați în cavitatea de legare a receptorului prin interacțiuni secundare de 

natură hidrofobă cu aminoacizi aromatici aparținând atât cavității principale, cât și secundare 

de legare a receptorului, printre care Y37, W86, Y108, F109, F112, W248 și Y251, dar și 

R168 din ECL2 (Figura 17). 

 

Figura 17. Acomodarea (A,D) ZnBip, (B,E) ZnTerp and (C) ZnClTerp la CCR5; (F) comparație între 

modurile de legare ale ZnTerp (portocaliu) și ZnClTerp (turcoaz) la nivelul CCR5; 
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 Al treilea inel piridinic din structurile celor doi complecși terpiridinici testați este 

acomodat adânc în regiunea hidrofobă a cavității principale de legare. În plus, substituentul 

clorură din ClTerp este îndreptat spre regiunea extracelulară a receptorului și interacționează 

cu F109, probabil printr-o interacțiune de tip Cl-π, dar nu reușește să interacționeze într-un 

mod favorabil cu W248, un aminoacid general implicat în activarea ligand-dependentă a 

receptorilor. Astfel, inabilitatea ZnClTerp de a activa receptorul ar putea fi cauzată, cel puțin 

parțial, de o interacțiune defectuoasă cu acest aminoacid, sau de stabilizarea acestui rest într-

o manieră ce nu permite activarea receptorului. 

 În continuare s-au generat 23 de receptori mutanți, bazați pe experimentele de 

andocare moleculară anterioare, atât în cavitatea principală („major binding pocket‟), cât și 

cea secundară de legare („minor binding pocket‟) (Figura 20), iar compușii coordinativi au 

fost evaluați la nivelul acestor mutanți prin experimente funcționale (pentru a determina 

impactul asupra activității intrinseci) și de legare competitivă cu liganzi radiomarcați (pentru 

a determina impactul asupra capacității de modulare alosterică). 

 

Figura 20. Diagrama „roată helicală‟ a CCR5 ce cuprinde aminoacizii din secțiunea transmembranară 

extracelulară a receptorului. Aminoacizii mutanți sunt reprezentați cu alb pe fundal negru și sunt 

notați în dreptul regiunii transmembranare corespunzătoare; cele mai importante mutații sunt 

îngroșate: cavitate principală – Y108A/F, F109A/Y, Y251A/F; cavitatea secundară – Y37A/F, 

W86A; ancora pentru ionul metalic: E283A. 
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 Evaluarea funcțională a complecșilor, dar și a chemokinelor endogene CCL3 și CCL5 

la nivelul receptorilor mutanți (Figura 21), alături de evaluarea activității alosterice a 

complecșilor prin experimente de legare competitivă cu chemokine radiomarcate (Tabel 3) 

sunt în concordanță cu ipoteza in silico propusă anterior. 

  

Figura 21. Activitatea ZnBip (stânga, cercuri) și ZnTerp (dreapta, pătrate) la nivelul celor mai 

importanți receptori mutanți, evaluată prin experimente de acumulare de inozitolfosfați; activitatea 

complecșilor la fenotipul sălbatic este reprezentată cu linii întrerupte în fiecare grafic; (A) activitatea 

la nivelul mutanților din TM III a cavității principale – Y108A/F și F109A; (B) activitatea la nivelul 

mutanților din TM VI a cavității principale – Y251A/F; (C) activitatea la nivelul mutanților din TM 

I/II a cavității secundare – Y37A/F și W86A; (D) activitatea la mutantul E283A din TM VII. 

 Mutații precum W86A, F109A, W248A, Y251A sau E283A au avut un impact major 

asupra activității intrinseci a ZnBip și ZnTerp, iar F79A și Y244A s-au dovedit importante în 

integritatea generală a receptorului, din moment ce niciuna din chemokinele testate nu a putut 

activa acești receptori mutanți. 
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 În ceea ce privește capacitatea modulatorie alosterică, W86A a avut un impact 

selectiv asupra abilității ZnBip de a amplifica legarea CCL3 la nivelul receptorului, iar Y37A 

a avut un impact selectiv asupra aceleiași proprietăți la cei doi complecși terpiridinici. După 

cum era de așteptat, E283 și F109 sunt esențiali pentru activitatea alosterică a tuturor 

complecșilor testați, și doar comportarea ZnTerp este afectată de mutația W248A, observație 

ce în continuare susține ipoteza inițială in silico. Astfel, activitatea mai pronunțată a ZnTerp 

comparativ cu ZnBip în modularea legării chemokinelor ar putea fi explicată de stabilizarea 

adițională a complexului terpiridinic de către W248. 

Tabel 3. Rezultatele experimentelor de legare competitivă folosind ca radioligand [
125

I]-CCL3 și 

ZnBip, ZnTerp sau ZnClTerp drept competitori; poziția fiecărui aminoacid este indicată în sistemele 

de notare Ballesteros-Weinstein și Schwartz; valorile Ki sunt redate în unități logaritmice și 

concentrație molară (μM); Fmut reprezintă descreșterea Ki a receptorilor mutanți comparativ cu 

fenotipul sălbatic al CCR5; culori: > 2 galben; >5 portocaliu; >10 roșu; ZnClTerp dezlocuiește   
 

[
125

I]-CCL3 de la Y37A, lucru evidențiat cu albastru 

 

În concluzie, capitolul 3 se concentrează asupra înțelegerii mecanismelor structurale 

din spatele activării și modulării alosterice a receptorului chemokinic CCR5 de către 

complecșii coordinativi formați in situ ZnBip, ZnTerp și ZnClTerp printr-o abordare 

combinată in silico și in vitro. Pornind de la rezultatele experimentelor de andocare 

moleculară, s-au generat 23 receptori mutanți, la nivelul cărora au fost evaluați compușii 

coordinativi și chemokinele endogene prin experimente de acumulare de mesagenri secundari 

(inozitolfosfați) și experimente de legare competitivă cu chemokine radiomarcate. 

BW/S

logKi ± SEM (μM) Fmut (n) logKi ± SEM (μM) Fmut (n) logKi ± SEM (μM) Fmut (n)

WT -4.2 ± 0.13 66 1.0 (8) -4.8 ± 0.09 16 1.0 (7) -5.2 ± 0.07 6 1.0 (4)

Y37A I:07/1.39 -4.2 ± 0.01 67 1.0 (3) -4.4 ± 0.29 37 2.4 (3) -5.7 ± 0.05 2.1 0.34 (3)

Y37F I:07/1.39 -4.0 ± 0.02 95 1.4 (3) -4.7 ± 0.07 21 1.3 (3) -5.0 ± 0.19 11 1.8 (3)

TM II W86A II:20/2.60 -3.4 ± 0.16 420 6.3 (4) -4.6 ± 0.10 24 1.5 (3) -5.0 ± 0.02 9.7 1.6 (3)

Y108A III:08/3.32 -4.1 ± 0.01 79 1.2 (3) -4.8 ± 0.16 18 1.1 (4) -5.0 ± 0.10 11 1.8 (3)

F109A III:09/3.33 (3) (3) (3)

F112A III:12/3.36 -4.0 ± 0.07 99 1.5 (4) -4.6 ± 0.14 23 1.4 (5) -5.2 ± 0.08 6.3 1.0 (4)

TM V L203F V:13/5.47 -4.0 ± 0.10 90 1.4 (3)

W248A VI:13/4.48 -4.1 ± 0.05 85 1.3 (4) (4) -5.3 ± 0.16 5.5 0.9 (4)

Y251A VI:16/4.51 -4.1 ± 0.09 75 1.1 (4) -4.8 ± 0.06 17 1.1 (4) -5.1 ± 0.05 8.5 1.4 (4)

D276A VII:-02/7.32 -3.7 ± 0.21 204 3.1 (3) -4.5 ± 0.11 28 1.8 (4) -5.1 ± 0.1 8.6 1.4 (4)

E283A VII:06/7.39 (3) (4) -4.0 ± 0.07 105 17 (3)

G286F VII:09/7.42 -4.4 ± 0.00 36 0.55 (3)

M287A VII:10/7.43 -3.7 ± 0.21 204 3.1 (3) -5.1 ± 0.12 7.6 0.48 (3) -5.2 ± 0.03 6.8 1.1 (3)

not determined

no enhanced binding

not determined

not determined

not determined

ZnClTerp

Affinity

no enhanced binding no enhanced binding no enhanced bindingTM III

TM VI

TM VII

ZnBip ZnTerp

Affinity

no enhanced binding no enhanced binding

Affinity

TM I
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Experimentele de andocare moleculară in silico au indicat că toți cei trei complecși sunt 

acomodați la nivelul aceleiași cavități de legare de la nivelul receptorului într-o manieră 

asemănătoare, iar experimentele in vitro întreprinse, inclusiv cele de mutageneză dirijată, au 

susținut modelul in silico propus. 

 În toate cele trei cazuri, acidul glutamic din TM VII, E283, joacă rolul de ancoră 

pentru ionul metalic. Alți aminoacizi implicați în stabilizarea scheletului polipiridinic la 

nivelul cavității de legare a receptorului includ Y37, W86, Y108, F109, F112, W248 și Y251. 

În plus, cel de-al treilea inel piridinic din ZnTerp and ZnClTerp este acomodat adânc în 

regiunea hidrofobă a cavității principale de legare delimitată de W248 și Y251, iar 

inabilitatea ZnClTerp de a activa receptorul ar putea fi explicată printr-o interacțiune 

defectuoasă cu W248, un aminoacid implicat în mod general în activarea ligand-dependentă 

a receptorului, sau de stabilizarea acestuia într-o manieră ce nu permite activarea 

receptorului. În același timp, activitatea mai pronunțată a ZnTerp comparativ cu ZnBip ar 

putea fi explicată de stabilizarea adițională a complexului terpiridinic de către W248. 

 Per ansamblu, rezultatele prezentate în capitolul 3 ilustrează că diverse molecule de 

mici dimensiuni cu centru metalic pot fi utilizate pentru a modula comportamentul unor 

perechi specifice chemokină:receptor. În acest sens, simpla adiție a unui atom de clor (Terp 

vs. ClTerp) poate avea un impact imens asupra comportării liganzilor din punct de vedere al 

activității intrinseci sau al capacității alosterice. Astfel, cercetarea prezentată în acest capitol 

contribuie la înțelegerea mecanismelor de activare a receptorilor chemokinici, informații ce 

ar putea fi explorate în vederea dezvoltării de noi molecule de mici dimensiuni cu proprietăți 

specifice și diverse aplicații medicale. 
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Capitolul 4. Identificarea și caracterizarea farmacologică de noi liganzi cu 

acțiune la nivelul receptorului chemokinic viral US28 

Cu toate că ionii metalici, respectiv compușii coordinativi, și-au demonstrat utilitatea în 

studiul activării și modulării alosterice a receptorilor chemokinici [16, 21, 28] sau a 

receptorilor cuplați cu proteine G în general [13, 15, 29], un potențial farmacoterapeutic mai 

mare în cadrul sistemului chemokinic îl au moleculele de mici dimensiuni fără centru 

metalic. Cu excepția azamacrociclurilor cu centru metalic și potențial antiviral ce țintesc 

receptorul chemokinic CXCR4 [30-32], majoritatea liganzilor aflați în centrul investigațiilor 

actuale sunt entități organice de mici dimensiuni [33]. Generarea de descriptori moleculari 

pentru stabilirea de relații structură-activitate (SAR) în cazul compușilor organici de mici 

dimensiuni este relativ simplă, iar disponibilitatea a milioane de structuri în baze de date 

comerciale de compuși permite identificarea de noi entități moleculare cu aceleași proprietăți 

farmacofore cu medicamente cunoscute, eventual cu potențial terapeutic îmbunătățit. 

O direcție de cercetare actuală este îndreptată spre identificarea de noi molecule de 

mici dimensiuni cu potențial anti-HCMV ce țintesc receptorul chemokinic viral US28, 

implicat în diseminarea virală, dar și în patogeniile altor condiții imune precum ateroscleroza 

sau dezvoltarea și vascularizarea tumorilor, în special a glioblastoamelor [34]. De asemenea, 

acest receptor este prezent și în latență, astfel că țintirea sa în terapii anti-HCMV ar putea fi o 

soluție fezabilă pentru tratarea infecțiilor virale indiferent de viremie sau progresia bolii [35]. 

US28 posedă multe proprietăți interesante, de la semnalizarea prin diverse căi celulare în 

manieră constitutivă [36-39] până la abiilitatea de a lega o multitudine de chemokine și de a 

le înlătura din spațiul extracelular [40]. Multe din aceste proprietăți au fost exploatate pentru 

dezvoltarea de strategii terapeutice variate. În mod special, afinitatea ridicată a US28 pentru 

chemokina CX3CL1 a fost utilizată pentru a genera o proteină toxică de fuziune ce distruge 

selectiv celulele infectate cu HCMV ce exprimă US28 [41, 42].  

Atenuarea nivelului de activitate constitutivă al US28 poate fi, de asemenea, o țintă 

atractivă în vederea dezvoltării de noi potențiale terapii anti-HCMV. Prima moleculă 

nonpeptidergică descrisă ca ligand pentru US28, VUF2274 (5-[4-(4-clorofenil)-4-hidroxi-

piperidin-1-il]-2,2-difenilpentannitril), se comportă ca un agonist invers în calea de 

semnalizare celulară PLC în evaluări in vitro la nivelul celulelor transfectate cu US28 [43], 

dar este și un antagonist potent la nivelul receptorului chemokinic înrudit structural cu US28, 
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CCR1 [44], o proprietate ce limitează utilizarea acestui compus în clinică datorită posibilelor 

efecte secundare. Alți compuși de natură variată, inclusiv tetrahidroizochinoline, flavonoide, 

calcone și azepine, au fost dezvoltați în vederea atenuării nivelului de activitate constitutivă a 

receptorului US28, însă valorile relativ mici ale EC50 limitează eventuala lor utilizare în 

practica medicală. 

Setul disponibil actual de molecule cu abilitatea de a interacționa cu US28 a fost 

construit prin strategii precum generarea de compuși hibrizi, căutarea în baze de date proprii 

(„in-house‟) sau prin modificări structurale punctuale ale compușilor deja cunoscuți, iar din 

acest motiv, numărul de entități moleculare cu structuri unice capabile de a modula 

activitatea US28 este limitat. Din acest motiv, noi strategii precum căutarea în baze de date 

complete de substanțe disponibile comercial (e.g. ZINC) ar trebui adoptate pentru a identifica 

noi liganzi ai US28 cu valori ale EC50 îmbunătățite, în vederea explorării potențialului 

activității constitutive a acestui receptor în terapii anti-HCMV și pentru a înțelege mai bine 

relevanța fiziologică a acestuia în patogenia virală [45].  

 Astfel, scopul capitolului 4 este de a identifica noi structuri moleculare capabile de a 

acționa la nivelul US28 pornind de la descriptorii moleculari ai agonistului invers cunosut, 

VUF2274. În primă fază a fost construit un model prin omologie al receptorului US28 bazat 

pe coordonatele structurale ale unui alt receptor chemokinic înrudit, CCR5. În continuare, s-a 

identificat situsul de legare al VUF2274 la nivelul US28 prin studierea orientării relative a 

ligandului co-cristalizat al CCR5, maraviroc, la nivelul receptorului și prin suprapunerea 

modelului generat peste structura cristalină a template-ului, CCR5. Odată identificat situsul 

de legare, VUF2274 a fost andocat la nivelul US28, iar conformația cea mai favorabilă din 

punct de vedere enrgetic a fost optimizată și folosită mai departe în etapa de screening 

virtual.  

 Procedura de screening virtual bazat pe structura liganzilor (ligand-based virtual 

screening) a presupus o căutare sistematizată în baze de date de compuși disponibili 

comercial și selectarea celor mai similare substanțe cu VUF2274 din punct de vedere al 

descriptorilor moleculari și al compatibilității spațiale cu situsul de legare al US28. Inițial, 

aproximativ 12 milioane de compuși din baza de date ZINC [46] au fost comparați cu 

VUF2274 printr procedeul multiplet similarity search, iar cei mai bine clasați 5% compuși 

conform coeficientului de similaritate Tanimoto (693,130) au fost supuși unei noi etape de 
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selecție, denumită Atomic Property Field superimposition. Această tehnică, implementată în 

Molsoft ICM-Pro, generează un grid molecular pentru fiecare compus din baza de date 

conform șapte proprietăți farmacofore tridimensionale: (A) grupări donoare de legături de 

hidrogen (HBD); (2) grupări acceptoare de legături de hidrogen (HBA); (3) hibridizare sp
2
; 

(4) lipofilicitate; (5) mărime; (6) sarcină și (7) grupări electronegative/pozitive, care este mai 

apoi comparat cu cel al conformației VUF2274 din situsul de legare al US28. Impunerea 

unor criterii standard de selecție cu scopul de a garanta biodisponibilitatea compușilor, 

precum masa moleculară (< 500) sau valoarea coeficientului de partiție n-octanol/apă (logP < 

5.5), urmată de clusterizare a dus la generarea a 1,454 structuri unice reprezentative care au 

fost apoi filtrate pe baza altor proprietăți farmacofore specifice ale VUF2274 (e.g. o grupare 

centrală încărcată pozitiv sau prezența unei grupări HBA la mai puțin de 1.5Å de gruparea 

hidroxil) cu generarea unui subset de 294 de compuși care au fost inspectați vizual individual 

la nivelul cavității de legare a receptorului. Din aceștia, 98 au fost achiziționați și testați in 

vitro. O reprezentare schematizată a etapelor de filtrare și selecție poate fi consultată în 

Figura 26. 

 

Figura 26. Etapele de filtrare și selecție, alături de numărul de compuși selectați după fiecare etapă 

 În experimentele preliminare de acumulare de inozitolfosfați (IP), majoritatea 

compușilor testați au prezentat o tendință clară spre agonism invers, compusul cel mai 

eficace fiind N-(2,4-difluorofenil-2-(4-((2-metil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)methyl)piperidin-

1-il)acetamida (125), cu capacitatea de a atenua 44% din activitatea constitutivă a 
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receptorului US28 cu o valoare a EC50 de 1.76 μM, de 2 ori mai bună decât a compusului-

părinte, VUF2274. De asemenea, a fost identificat și un agonist, 2-{[4-(4-

acetilfenil)piperazin-1-il]metil}-5-fenil-3H-tieno[2,3-d]pirimidin-4-onă (33), ce a putut 

amplifica activitatea de bază a receptorului US28 cu 36% și o valoare a EC50 de 0.95 μM 

(Figura 27). Testările acestor compuși și în alte experimente funcționale precum acumularea 

intracelulară de Ca
2+

 au confirmat activitatea acestora la nivelul US28. 

 

Figura 27. (A) Evaluarea funcțională în doză singulară (10 μM) a bibliotecii de 98 de compuși prin 

experimente de acumulare de inozitolfosfați la US28 WT; agonistul (33) și agonistul invers (125) sunt 

colorați în verde, respectiv portocaliu; agonistul nespecific 77 este colorat în gri; (B,C) structurile 

chimice și curbele doză-răspuns ale 33 și 125; curba doză-răspuns a VUF2274 este redată în linie 

punctată în fiecare grafic; datele sunt normalizate între activitatea bazală a celulelor netransfectate 

(0%) și activitatea constitutivă a celulelor transfectate cu US28 în prezența unei soluții DMSO 1% 

(100%) și reprezintă media a cel puțin 3 experimente individuale efectuate în duplicat ± SEM; valori 

de peste 100% indică o creștere a concentrației de inozitolfosfați radiomarcați prin activarea 

receptorului și denotă un caracter agonist, în timp ce valori de sub 100% denotă descreșterea 

concentrației de inozitolfosfați, implicit un caracter agonist invers. 
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 Prin studii de legare competitivă cu radioliganzi s-a constatat că acești doi compuși 

sunt alosterici, doar unul din cel 98 de compuși testați fiind capabil să concureze cu         

[
125

I]-CX3CL1 pentru situsul de legare al US28 – 2-({4-[2-(4-clorofenoxi)etil]piperazin-1-

il}metil)benzo[cd]indol-2(1H)-ona (76). Totuși, analiza LC-MS a acestui compus a indicat o 

defragmentare chiar și în condiții de ionizare blândă, sugerând că 76  ar putea fi instabil și în 

condițiile experimentale in vitro (Figura 29).  

 

Figure 29. (A) Evaluarea bibliotecii de 98 de compuși în doză singulară (10 μM) prin studii de legare 

competitivă cu [
125

I]-CX3CL1; compusul 76 este colorat în albastru; 33, 125 și VUF2274 sunt colorați 

în verde, portocaliu, respectiv roșu; valorile reprezintă media a trei experimente individuale, efectuate 

în duplicat, și normalizate între răspunsul observat în prezența unei soluții 1μM de CX3CL1 

neradiomarcată (0%) și răspunsul observat în prezența unei soluții DMSO 1% (100%). Valori sub 

100% denotă o competiție între legarea compușilor și [
125

I]-CX3CL1 la nivelul receptorului, 

reflectând un caracter ortosteric; (B) spectrul ESI-MS al 76, împreună cu structura chimică și situsul 

posibil al defragmentării; principalele peak-uri m/z: 120.14; 143.15; 253.03; 255.05.  

 Compușii 33 și 125 sunt înrudiți structural, și posedă un sistem biciclic legat printr-o 

punte etilenică de un sistem heterociclic central, piperazină în cazul 33 și piperidină la 125. 

Ambii compuși sunt acomodați la nivelul US28 într-o manieră asemănătoare, iar atomul de 

azot heterociclic formează o punte de sare cu acidul glutamic E277 din regiunea 

transmembranară VII a receptorului. De asemenea, regiunile hidrofobe voluminoase ale 

liganzilor sunt stabilizate în cavitatea de legare de o serie de aminoacizi aromatici precum 
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W89, Y112 sau Y244 (Figura 31). Printre diferențele în acomodarea celor doi compuși se 

numără orientarea relativă a catenei laterale a W89, dar și legătura adițională de hidrogen 

dintre atomul de oxigen carbonilic al 125 și gruparea hidroxil a Y112. Studii ulterioare de 

mutageneză ar putea confirma implicarea directă a acestor aminoacizi în stabilizarea 

compușilor la nivelul receptorului. 

 

Figura 31. Structurile chimice și conformațiile cele mai favorabile ale (A,B) 33 și (C,D) 125 la 

nivelul US28; interacțiunile polare ligand:receptor sunt redate cu linii albastre punctate; aminoacizii 

din cavitatea de legare sunt notați conform sistemelor de notare Ballesteros-Weinstein/Schwartz 

 În concluzie, capitolul 4 al tezei se axează pe identificarea și caracterizarea de noi 

entități chimice capabile de a acționa la nivelul receptorului chemokinic viral US28. Astfel, 

utilizând descriptorii moleculari ai ligandului cunoscut pentru US28, VUF2274, au fost 

selectați cei mai similari compuși disponibili comercial din baza de date ZINC, ce conține 

aproximativ 12 milioane de substanțe, prin etape succesive de filtrare și selecție. În final, s-a 

construit o bibliotecă de 98 de compuși ce au fost evaluați în teste in vitro pentru aprecierea 

activității acestora la nivelul US28. 

 Evaluarea biologică a compușilor a dus la identificarea unui agonist invers ce conține 

un schelet molecular nemaidescris pentru acest sistem proteic, 125, cu abilitatea de a atenua 

44% din activitatea constitutivă a receptorului US28 cu o valoare a EC50 de 1.76 μM, dar și 

un agonist, 33, ce poate amplifica activitatea de bază a receptorului cu 36% cu o valoare a 

EC50 de 0.95 μM. Cei doi liganzi acționează în manieră alosterică la nivelul receptorului 

relativ cu chemokina CX3CL1, și doar unul din cei 98 de compuși testați a putut concura cu 
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aceasta pentru ocuparea situsului de legare al US28 (76), însă stabilitatea acestui compus în 

condițiile experimentale alese este incertă. 

 În final, atât 33 cât și 125 sunt acomodați la nivelul receptorului în manieră similară, 

fiind înrudiți structural. Ambii compuși posedă un sistem biciclic legat printr-o punte 

etilenică de un sistem heterociclic central, piperazină în cazul 33 și piperidină la 125. Printre 

aminoacizii implicați în stabilizarea acestor doi compuși la nivelul cavității de legare a 

receptorului se numără E277, care servește drept ancoră pentru atomul de azot heterociclic 

central, W89, Y112 și Y244. 

 Structurile nou-identificate în acest capitol, precum și caracterizarea farmacologică a 

acestora reprezintă puncte de plecare importante în dezvoltarea de noi terapii anti-HCMV ce 

țintesc receptorul chemokinic viral US28. 
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Capitolul 5. Caracterizarea farmacologică de noi liganzi cu acțiune la 

nivelul US28 generați pe baza caracteristicilor structurale ale compușilor 

anterior identificați 

 Capitolul 5 al tezei dezvoltă ideea capitolului anterior, în sensul că structurile nou-

identificate (33, 76, 125) sunt folosite drept modele pentru generarea unei mini-biblioteci de 

nouă generație, conținând 93 de compuși, prin aceeași abordare computațională de screening 

virtual utilizată în capitolul anterior, și evaluarea acesteia in vitro. 

 După evaluarea inițială în doză singulară în cadrul testărilor funcționale, compușii cu 

activitate relevantă la nivelul US28 au fost evaluați și în etapa ulterioară, de determinare a 

valorilor EC50 (Figura 37).  

 
Figura 37. Structurile și activitatea compușilor de nouă generație în experimente de acumulare de 

inozitolfosfați: (A) capabili de a atenua mai mult de 40% din activitatea constitutivă a US28; (B) cu 

acțiune agonistă; (C,D) capabili de a atenua mai mult de 30%, respectiv 20% din activitatea 

constitutivă a US28; rezultatele sunt normalizate între activitatea celulelor netransfectate (0%) și 

activitatea celulelor transfectate cu US28 în prezența unei soluții DMSO 1% (100%) și reprezintă 

media a cel puțin 3 experimente efectuate în duplicat ± SEM; 
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 Dintre compușii cu abilitatea de a atenua activitatea constitutivă a US28 cu mai mult 

de 40%, compusul 205 (N-(2-cloro-5-(trifluorometil)fenil)-2-(4-((2-metil-1H-benzo[d] 

imidazol-1-il)metil)piperidin-1-il)acetamida) este de 2.8 ori mai activ decât 125, iar compușii 

153 (N-(4-fluorofenil)-2-(4-((5-(4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il)metil)piperazin-1-il) 

acetamida) și 139 (2-({2-[4-(1,3-benzotiazol-2-ilmetil)piperazin-1-il]propanoil}amino) 

tiofen-3-carboxamida) au valori ale EC50 de 3, respectiv 4 ori mai slabe (Figura 37A). Dintre 

toți agoniștii inverși identificați, compusul 205 este cel mai similar din punct de vedere 

structural cu 125, fapt ce sugerează că acest compus păstrează determinanții structurali de 

activitate la nivelul US28. Cei doi compuși cu abilitatea de a amplifica activitatea 

constitutivă a US28, 199 (2-(4-((1H-benzo[d]imidazol-1-il)metil)piperidin-1-il)-N-(3-cloro-

4-metilfenil)acetamida) și 208 (2-(4-((2-metil-1H-benzo[d]imidazol-1-il)metil)piperidin-1-

il)-N-(4-(trifluorometoxi)fenil)acetamida) (Figura 37B) sunt, de asemenea, înrudiți structural 

cu 125, ceea ce face ca interpretarea eventualelor relații de structură-activitate biologică să 

fie dificilă, observație valabilă și în cazul altor liganzi cu activitate la nivelul US28 [47]. 

 În cadrele experimentale în care nivelul bazal de activitate constitutivă este ridicat, 

compusul 135 (2-({2-[4-(1,3-benzodioxol-5-ilmetil)piperazin-1-il]acetil}amino)-4,5,6,7-

tetrahidro-benzotiofen-3-carboxamida) a demonstrat cea mai bună combinație eficacitate-

potență, fiind comparabil cu 125 în termen de eficacitate, dar de 11 ori mai potent (Figura 

37C). Compusul 146 (2-[4-(1,3-benzodioxol-5-ilmetil)piperazin-1-il]-N-[4-(4-metoxifenil) 

tiazol-2-il]acetamida), care posedă același substituent în partea dreaptă a moleculei ca și 135 

(relativ cu heterociclul central) dar un substituent mai voluminos și cu atomul de azot 

imobilzat într-un ciclu de tip tiazol în partea stângă, are o activitate de 20 de ori mai slabă 

comparativ cu 135, ceea ce sugerează că nu doar volumul substituentului este important 

pentru activitatea observată, ci și sarcina netă, precum și disponibilitatea spațială a atomului 

de azot din substituent. În final, compusul 138 (N-(1,3-benzodioxol-5-il)-2-[4-(1-naftilmetil) 

piperazin-1-il]acetamida) a atenuat activitatea constitutivă a receptorului US28 cu 23% 

(Figura 37D), însă acest comportament a fost observat exclusiv în cadre exprimentale în care 

nivelul inițial de activitate constitutivă a receptorului era foarte ridicat. Acest compus nu a 

avut activitate semnificativă în evaluările preliminare în doză singulară. 

 Nici unul din cei 93 de compuși nu a reușit să dezlocuiască complet chemokina 

CX3CL1 radiomarcată de la nivelul receptorului, însă doi compuși au reușit dezlocuirea sa 
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parțială (134 și 208, 32% dezlocuire în doză singulară de 10 µM). După cum era de așteptat, 

VUF2274 și 125 nu au concurat cu [
125

I]-CX3CL1, comportare observată și anterior (Figura 

38A). În același timp, cinci din cei 93 de compuși au dezlocuit chemokina CCL2 

radiomarcată de la nivelul receptorului cu mai mult de 40%, cel mai eficace fiind 208 (78%). 

Alți șase compuși au putut concura cu mai mult de 15% [
125

I]-CCL2 pentru legarea la nivelul 

US28. VUF2274 a dezlocuit aproximativ 60% din chemokina radiomarcată, iar 125 a putut 

concura cu doar aproximativ 10% [
125

I]-CCL2 (Figura 38B). 

 

Figura 38. Evaluarea bibliotecii de 98 de compuși în doză singulară (10 μM) prin studii de legare 

competitivă cu (A) [
125

I]-CX3CL1; (B) [
125

I]-CCL2; (C) [
125

I]-CCL4; cercuri verzi: >40% dezlocuire; 

cercuri albastre: >20% dezlocuire; 125 și VUF2274 sunt colorați cu portocaliu, respectiv roșu; 

valorile sunt normalizate între răspunsul observat în prezența unei soluții 1μM de chemokină 

neradiomarcată (0%) și răspunsul observat în prezența unei soluții DMSO 1% (100%), n=3, duplicat 
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 Pentru a verifica dacă comportamentul observat relativ cu CCL2 este specific, 

biblioteca de compuși de nouă generație a fost testată și în studii de legare competitivă 

utilizând ca radioligand chemokina CCL4. În acest sens, s-a observat că majoritatea 

compușilor identificați ca dezlocuitori ai CCL2 de la nivelul receptorului pot dezlocui și 

chemokina CCL4 (Figura 38C) cu aproximativ aceeași eficacitate. Practic, cu excepția 

câtorva compuși (spre exemplu, 134 concurează selectiv cu [
125

I]-CCL2), nivelul de 

dezlocuire a celor două chemokine se corelează liniar (Figura 39), ceea ce sugerează că acești 

compuși au un mod asemănător de legare la nivelul receptorului, și sunt capabili de a 

recunoaște acele conformații ale receptorului stabilizate de chemokine de tip CC, dar nu și 

cele stabilizate de CX3CL1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 39. Dependența liniară dintre dezlocuirea [
125

I]-CCL2 și [
125

I]-CCL4 de la nivelul receptorului 

de către biblioteca de compuși de nouă generație 

 Dintre cinci cei mai eficace dezlocuitori ai CCL2 radiomarcate, trei au valori ale IC50 

mai bune decât VUF2274 (care a avut o valoare a IC50 de 12.35 μM în cadrul experimental 

ales), însă doar doi au eficacitate îmbunătățită: 199 și 208. Compusul 207 este la fel de activ 

ca și VUF2274, însă nu poate concura cu CCL2 la același nivel, iar 134 și 210 au valori ale 

IC50 mai mari de 10 μM (Figura 40). 
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Figura 40. Curbele doză-răspuns în experimente de legare competitivă cu [
125

I]-CCL2 ale (A) 

VUF2274, 199 și 208; (B) 134, 207 și 210; valorile sunt normalizate între răspunsul observat în 

prezența unei soluții 1μM de chemokină neradiomarcată (0%) și răspunsul observat în prezența unei 

soluții DMSO 1% (100%), n=3, duplicat 

 În cadrul evaluărilor funcționale inițiale la nivelul receptorului US28, compușii 199 și 

208 se comportă ca agoniști slabi, însă s-a observat că eficacitatea acestora este dependentă 

de nivelul inițial de activitate constitutivă al sistemului experimental. Este interesant de notat 

că un nivel inițial ridicat de activitate constitutivă potențează gradul de agonism observat. 

Acest comportament a fost observat și la alți liganzi ai receptorului US28 [47], însă cauza sa 

exactă nu a fost elucidată pe deplin, cu toate că se presupune că este legată de proprietatea 

adițională a receptorului viral de a fi internalizat în manieră constitutivă. Astfel, în vederea 

eliminării capacității receptorului de a fi internalizat prin recrutare constitutivă de β-arestine, 

dar în același timp păstrând abilitatea sa de a semnaliza în manieră constitutivă, activitatea 

bibliotecii de compuși de nouă generație a fost testată și la nivelul unui receptor trunchiat, 

US28Δ300. Acest receptor nu posedă ultimii 55 de aminoacizi carboxiterminali și implicit nu 

prezintă situsurile de fosforilare necesare recrutării kinazelor de receptori cuplați cu proteine 

G (GRKs), deci nu poate recruta β-arestine sau suferi internalizare β-arestin-dependentă. Alți 

autori au demonstrat că utilizarea acestui receptor în evaluarea activității liganzilor de mici 

dimensiuni poate duce la identificarea de activități camuflate de internalizarea constitutivă a 

receptorului US28 de fenotip sălbatic [47]. 

 Evaluarea inițială în doză singulară a celor 93 de compuși la nivelul receptorului 

trunchiat, US28Δ300, a dus la generarea unei palete mai diverse de activitate decât la 

US28WT (Figura 41). Nu mai puțin de 16 compuși au avut abilitatea de a crește nivelul de 
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inozitolfosfați cu mai mult de 40% peste nivelul de bază al US28Δ300, iar alți 12 au 

amplificat activitatea receptorului cu mai mult de 20%. Alți 7 compuși au atenuat activitatea 

constitutivă a acestui receptor cu mai mult de 25%. VUF2274 s-a comportat ca agonist, 

amplificând cu 90% activitatea bazală a mutantului, acest efect fiind opus celui observat la 

US28WT, iar compusul 125 nu a influențat în nici un fel activitatea receptorului trunchiat. 

 

Figura 41. Evaluarea inițială a bibliotecii de nouă generație în doză singulară (10 μM) în experimente 

de acumulare de inozitolfosfați la nivelul receptorului US28Δ300 (n=3); 

 Nu s-a putut stabili nici o relație între activitatea compușilor la nivelul receptorului 

trunchiat și cea observată la fenotipul sălbatic, nici între gradul de dezlocuire a chemokinelor 

și activitatea la US28WT. Practic, s-a observat că unii compuși capabili de a amplifica 

activitatea la US28Δ300 nu au nici un efect sau au efect opus la US28WT. Pe de altă parte,   

s-a constatat că dezlocuirea chemokinelor de tip CC de la nivelul receptorului este strâns 

legată de activitatea copușilor la nivelul US28Δ300 (Figura 43). Astfel, s-a demonstrat că 

într-adevăr, există cazuri în care internalizarea constitutivă a US28WT poate duce la 

camuflarea activității moleculelor de mici dimensiuni la nivelul receptorului. Din acest 

motiv, utilizarea receptorului trunchiat US28Δ300 în evaluarea bibliotecilor de compuși ar 

putea conduce la identificarea de liganzi cu acțiune la nivelul US28 trecuți cu vederea în 

evaluările la nivelul fenotipului sălbatic. Astfel, US28Δ300 poate fi considerat o unealtă 

farmacologică esențială în dezvoltarea de noi potențiale terapii anti-HCMV ce țintesc US28. 

 În concluzie, capitolul 5 al tezei se axează pe identificarea și caracterizarea de noi 

entități moleculare ce acționează la nivelul US28, pornind de la structurile compușilor 33, 76 

și 125, identificați în capitolul anterior ca noi liganzi pentru US28. Astfel, pornind de la 

descriptorii moleculari ai celor trei compuși, s-a scanat baza de date ZINC, conținând 
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aproximativ 12 milioane de compuși, și s-au selectat, prin etape succesive de filtrare și 

clusterizare, 93 de compuși pentru testările in vitro.  

 

Figura 43. (A) Eficacitatea și (B) Potența la nivelul US28Δ300, împreună cu gradul de dezlocuire a   

[
125

I]-CCL2 a compușilor din biblioteca de nouă generație. 

 Evaluările in vitro au dus la identificarea câtorva noi agoniști inverși, dintre care 135 

și 138 au avut valorile cele mai bune ale EC50 (0.089 µM, respectiv 0.039 µM), dar 

eficacitate scăzută (<40% atenuare a activității constitutive). Compusul 205 a fost de trei ori 

mai activ decât ligandul-părinte 125 (EC50 = 0.34 µM), cu eficacitate comparabilă. În același 

timp, s-au identificat doi agoniști noi, 199 și 208. 

 Nici unul din cei 93 de compuși din biblioteca de nouă generație nu a reușit să 

dezlocuiască complet chemokina CX3CL1 de la nivelul receptorului, însă câțiva compuși au 

concurat cu chemokinele de tip CC testate pentru legarea la receptor. În același timp, nu s-a 

putut stabili nici o relație între activitatea observată la US28WT și capacitatea de dezlocuire a 

chemokinelor de la nivelul receptorului. Totuși, tendința de legare a compușilor relativ cu 

chemokinele CC s-a putut corela liniar cu activitatea măsurată la receptorul trunchiat 

US28Δ300, ceea ce demonstrează că acest receptor mutant poate fi o unealtă farmacologică 

foarte utilă în scopul identificării de noi liganzi cu acțiune la nivelul US28. Structurile nou-

identificate în acest capitol servesc drept puncte de plecare importante în dezvoltarea de noi 

terapii anti-HCMV ce țintesc receptorul US28 și contribuie la diversificarea structurilor 

disponibile în prezent cu abilitatea de a recunoaște acest receptor chemokinic viral. 
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Concluzii generale și perspective 
 

Înțelegerea mecanismelor moleculare implicate în activarea receptorilor chemokinci de 

către molecule de mici dimensiuni se află la baza tuturor eforturilor actuale de identificare a 

noi potențiale terapii ce țintesc sistemul chemokinic. Pentru a aduce o contribuție în acest 

sens, cercetarea întreprinsă în teza de doctorat a fost direcționată spre: 

 descrierea mecanismelor moleculare din spatele activării și modulării alosterice a 

receptorilor chemokinici de către liganzi de mici dimensiuni cu centru metalic, printr-

o abordare combinată in vitro și in silico; 

 identificarea de noi structuri moleculare capabile de a modula activitatea receptorilor 

chemokinici sau de a influența legarea chemokinelor endogene la receptori printr-o 

abordare combinată in vitro și in silico; 

În vederea îndeplinirii primului obiectiv general, cercetarea s-a axat pe receptorul 

chemokinic CCR5, care este capabil de a acomoda o gamă variată de molecule de mici 

dimensiuni la nivelul cavității sale de legare, inclusiv compuși coordinativi, cu efecte 

farmacologice diverse. Pe de o parte, complecșii metalici ZnBip și ZnTerp se comportă ca 

modulatori ago-alosterici la CCR5, deci pot activa receptorul în absența chemokinelor și 

modula legarea acestora la nivelul CCR5, iar complexul ZnClTerp este un modulator 

alosteric pur ce nu posedă activitate intrinsecă, însă are un impact puternic asupra legării 

chemokinelor endogene la nivelul receptorului. 

 În capitolul 3 al tezei a fost identificat situsul de legare a complecșilor ZnBip, ZnTerp 

și ZnClTerp de la nivelul receptorului, și s-a demonstrat, atât prin experimente in silico, cât și 

in vitro, că este delimitat de aminoacizii Y37și W86 din cavitatea secundară de legare, R168 

în ECL2 și Y108, F109 și Y251 din cavitatea principală de legare pentru toți cei trei 

complecși, iar pentru ZnTerp și ZnClTerp mai cuprinde și F112 și W248 de la baza cavității 

principale de legare. În plus, s-a arătat că toți cei trei compuși coordinativi își datorează 

comportarea farmacologică acțiunii concertate agent chelant-ion metalic-acid glutamic E283 

din TM VII. În același timp, activitatea mai pronunțată a ZnTerp comparativ cu ZnBip ar 

putea fi explicată de stabilizarea adițională a complexului terpiridinic de către W248, iar 

inabilitatea ZnClTerp de a activa receptorul ar putea fi cauzată de o interacțiune defectuoasă 
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cu W248, un aminoacid implicat în mod general în activarea ligand-dependentă a 

receptorului, sau de stabilizarea acestuia într-o manieră ce nu permite activarea receptorului.  

Pentru îndeplinirea celui de-al doilea obiectiv general, cercetarea s-a axat pe receptorul 

chemokinic viral US28, implicat în patogenia infecției cu HCMV, și înrudit structural cu 

receptorul chemokinic anterior inevstigat, CCR5. În prezent există un număr limitat de 

entități moleculare de mici dimensiuni capabile de a modula activitatea acestui receptor, iar 

identificarea altor structuri unice ce pot recunoaște US28 este absolut necesară, dat fiind 

pericolul pe care acest virus îl reprezintă în cazul persoanelor imunocompromise, mai ales al 

nou-născuților. 

În acest sens, capitolul 4 al tezei descrie generarea unei biblioteci de 98 de compuși cu 

potențială activitate la nivelul US28, pornind de la proprietățile farmacofore ale unui ligand 

cunoscut pentru US28, VUF2274, prin scanarea bazei de date ZINC, ce conține aproximativ 

12 milioane de compuși disponibili comercial, prin etape sucesive de filtrare și selecție. În 

urma evaluării in vitro a acestei biblioteci de compuși a fost identificat un agonist invers nou, 

125, cu abilitatea de a atenua 44% din activitatea constitutivă de bază a receptorului cu o 

valoare a EC50 de 1.76 μM (de două ori mai bună decât a compusului-părinte, VUF2274 – 

EC50 = 3.5 μM [43]), și s-a demonstrat că acest compus acționează la nivelul receptorului în 

manieră alosterică, nefiind capabil să dezlocuiască nici una din chemokinele radiomarcate 

testate de la nivelul US28. Un sigur compus din cei 98 testați, 76, a putut concura cu  

chemokina CX3CL1 radiomarcată pentru legarea la nivelul receptorului, însă posibila 

instabilitate a acestui compus în soluție nu a putut conduce la concluzia că efectul observat 

este cauzat de molecula în sine și nu de unul din produșii săi de hidroliză.  

La concentrația maximă testată (10 μM), compusul 125 a atenuat nivelul de activitate 

constitutivă a receptorului mai eficient decât chemokina endogenă CX3CL1 în concentrație 

maximă testată (100 nM). În același timp, s-a identificat un compus nou cu caracter agonist, 

33, ce a amplificat activitatea receptorului cu 36% și o valoare moderată a EC50 (0.95 μM).  

 În final, dată fiind asemănarea structurală dintre cei doi compuși, s-a arătat că atât 33, 

cât și 125 sunt acomodați la nivelul receptorului în manieră similară. Ambii compuși posedă 

un sistem biciclic legat printr-o punte etilenică de un sistem heterociclic central, piperazină în 

cazul 33 și piperidină la 125. Printre aminoacizii implicați în stabilizarea acestor doi compuși 

la nivelul cavității de legare a receptorului se numără E277, care servește drept ancoră pentru 
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atomul de azot din heterociclul central, W89, Y112 și Y244. Structurile nou-identificate în 

acest capitol, precum și caracterizarea farmacologică a acestora reprezintă puncte de plecare 

importante în dezvoltarea de noi terapii anti-HCMV ce țintesc receptorul chemokinic viral 

US28. 

Odată ce au fost identificați cel puțin trei liganzi noi cu acțiune la nivelul receptorului 

chemokinic viral US28 (33, 76 și 125), s-a generat o bibliotecă de compuși de nouă generație 

cu scopul de a identifica alte noi structuri cu proprietăți farmacologice îmbunătățite la nivelul 

US28. Astfel, în capitolul 5 al tezei se descrie generarea unei biblioteci de 93 de compuși 

utilizând același demers de screening virtual ca și în capitolul 4, dar folosind descriptorii 

moleculari ai celor 3 liganzi nou-identificați, precum și evaluarea acesteia la nivelul US28 

prin experimente funcționale și de legare competitivă. 

Evaluarea funcțională a celor 93 de compuși a dus la identificarea câtorva noi agoniști 

inverși cu proprietăți farmacologice îmbunătățite față de compusul-părinte 125 (spre exemplu 

135, EC50 = 89 nM, de 11 ori mai activ), însă s-a observat că eficacitatea acestora este 

dependentă de nivelul inițial de activitate constitutivă al sistemului experimental. Nici unul 

din compușii testați nu a reușit să dezlocuiască complet chemokina CX3CL1 de la nivelul 

receptorului, însă VUF2274 (IC50 = 12.35 μM), împreună cu alți cinci compuși (134, 199, 

207, 208 și 210), au dezlocuit mai mult de 40% [
125

I]-CCL2 de la nivelul US28, iar doi din 

acești compuși (199 and 208) au avut valori ale IC50 de cel puțin 5 ori mai bune decât 

VUF2274. Aceiași doi compuși au fost buni dezlocuitori ai [
125

I]-CCL4, în timp ce VUF2274 

a reușit să dezlocuiască aproximativ 65% din această chemokină de tip CC radiomarcată de 

la nivelul US28. În același timp, compusul-părinte 125 nu a putut concura cu nici una din 

chemokinele testate pentru legarea la nivelul receptorului, ceea ce sugerează o acțiune pur 

alosterică a acestui compus. 

Astfel, s-a descoperit că o serie de compuși înrudiți structural cu 125 pot concura cu 

chemokinele de tip CC (CCL2 și CCL4), dar nu și cu CX3CL1 pentru legarea la nivelul 

US28 în vederea generării de diverse răspunsuri farmacologice. Până în prezent, aceasta este 

prima dată când sunt descrise molecule de mici dimensiuni capabile să concureze cu 

chemokine de tip CC (cu excepția CCL5) pentru legarea la nivelul receptorului chemokinic 

viral US28, și este prima dată când se descrie dezlocuirea preferențială a chemokinelor de 
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către liganzi de mici dimensiuni (spre exemplu, 134, capabil de a dezlocui CCL2, dar nu 

CCL4). 

Nu s-a putut identifica nici o legătură între abilitatea de dezlocuire a chemokinelor de 

la nivelul receptorului și activitatea intrinsecă a bibliotecii de nouă generație, însă s-a stabilit 

că proprietățile competitive relativ cu [
125

I]-CCL2 sunt strâns legate de activitatea compușilor 

la nivelul unui receptor trunchiat ce nu poate fi internalizat în manieră β-arestin-dependentă, 

US28Δ300. Astfel, s-a demonstrat că activitatea observată la nivelul acestui receptor este 

camuflată la fenotipul sălbatic datorită internalizării constitutive a receptorului, iar utilizarea 

US28Δ300 în evaluarea bibliotecilor de compuși ar putea conduce la identificarea de liganzi 

cu acțiune la nivelul US28 trecuți cu vederea în evaluările la nivelul fenotipului sălbatic. 

Astfel, US28Δ300 poate fi considerat o unealtă farmacologică esențială în dezvoltarea de noi 

terapii potențiale anti-HCMV ce țintesc US28. 

Structurile nou-identificate în cadrul tezei, precum și caracterizarea farmacologică a 

acestora reprezintă puncte de plecare importante în dezvoltarea de noi terapii anti-HCMV ce 

țintesc receptorul chemokinic viral US28 și contribuie la diversificarea structurală a 

compușilor cu acțiune asupra US28. 

Cercetările ulterioare se vor axa pe îmbunătățirea proprietăților farmacologice ale 

moleculelor de mici dimensiuni cu acțiune la nivelul US28 nou-identificate, cu scopul final 

de a genera noi terapii efective anti-HCMV. În același timp, uneltele computaționale descrise 

în cadrul tezei vor fi transferate asupra altor sisteme de receptori cuplați cu proteine G cu 

scopul de accelera descoperirea de noi entități moleculare ce acționează la nivelul acestora, 

mai ales în cazul receptorilor care sunt dificil de studiat tocmai din cauza lipsei moleculelor 

de mici dimensiuni specifice. 
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Diseminarea rezultatelor 

O parte din rezultatele experimentale descrise în cadrul tezei fac subiectul a două 

lucrări științifice publicate în reviste cu factor de impact, unui captol de carte, precum și a 

unui articol în curs de publicare. De asemenea, o parte din rezultate au fost prezentate la 

conferințe naționale și internaționale sub formă de postere sau comunicări orale. 

Publicații: 

1. Karlshøj S, Amarandi R-M, Larsen O, Daugvilaite V, Steen A, Brvar M, Pui A, 

Frimurer TM, Ulven T, Rosenkilde MM (2016) Molecular Mechanism of Action for 

Allosteric Modulators and Agonists in CC-chemokine Receptor 5 (CCR5), Journal of 

Biological Chemistry 291(52):26860-26874 (DOI: 10.1074/jbc.M116.740183), IF = 

4.258 [48]. 

2. Luckmann M

, Amarandi R-M


, Papargyri N, Jakobsen MH, Christiansen E, Jensen LJ, 

Pui A, Schwartz TW, Rosenkilde MM, Frimurer TM (2017) Structure-based Discovery 

of Novel US28 Small Molecule Ligands with Different Modes of Action, Chemical 

Biology & Drug Design 89(3):289-296 (DOI: 10.1111/cbdd.12848), IF = 2.802 [49]. 

3. Amarandi R-M, Luckmann M, Melynis M, Frimurer TM, Jakobsen MH, Frimurer 

TM, Rosenkilde MM – Probe dependence in allostery: the case of small molecule ligands 

acting on HCMV-encoded chemokine receptor US28 (în curs de publicare) 

4. Amarandi R-M, Hjortø GM, Rosenkilde MM, Karlshøj S (2016) Probing Biased 

Signaling at Chemokine Receptors, in Handel TM (Ed.), Methods in Enzymology Vol. 

570 – Chemokines, Academic Press, Cambridge MA, pp.155-186, indexat în Thomson 

Reuters Web of Knowledge (DOI: 10.1016/bs.mie.2015.09.001) [50]. 

 

Factor de impact cumulat: 4.258 + 2.802 = 7.06 

Conferințe: 

1. Amarandi R-M, Karlshøj S, Rosenkilde MM, Pui A, “Structural insights into the zinc-

mediated activity of polypyridine chelators at the chemokine receptor CCR5”, XVIII
th

 

International Conference „Physical Methods in Coordination and Supramolecular 

Chemistry‟, Chișinău (Moldova), 8-9
th

 of October 2015 – poster 


Co-prim autori 

https://doi.org/10.1016/bs.mie.2015.09.001
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2.  Amarandi R-M, Karlshøj S, Rosenkilde MM, Pui A “Molecular determinants of 

polypyridine chelator activity at the chemokine receptor CCR5 in the presence of Zn(II) 

salts”, “Alexandru Ioan Cuza” University days, Faculty of Chemistry Conference, Iași 

(România), 29
th

-31
st
 of October 2015 – prezentare orală 

 

Perioade de pregătire practică (mobilități): 

1. 03/2016 – 05/2016 – Student-doctorant extern, Institutul de Neuroștiință și Farmacologie, 

Universitatea din Copenhaga, Danemarca 

2. 05/2015 – 09/2015 – Mobilitate LLP-Erasmus de Practică, Institutul de Neuroștiință și 

Farmacologie, Universitatea din Copenhaga, Danemarca 

3. 05/2014 – 08/2014 – Mobilitate LLP-Erasmus de Practică, Institutul de Neuroștiință și 

Farmacologie, Universitatea din Copenhaga, Danemarca 
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