UNIVERSITATEA “ALEXANDRU IOAN CUZA” DIN IASI
FACULTATEA DE CHIMIE

SCOALA DOCTORALA DE CHIMIE SI STIINTE ALE VIETII SI
PAMANTULUI

Studiul mecanismelor de activare a receptorilor chemokinici in
prezenta compusilor coordinativi cu Zn* si a unor liganzi de mici
dimensiuni cu potentiale aplicatii antivirale

Rezumatul tezei de doctorat

Conducator de doctorat:
Prof. Univ. Dr. PUI Aurel
Doctorand:
AMARANDI Roxana-Maria

IASI
2017






Multumiri

Aceasta teza nu s-ar fi materializat fara ajutorul neconditionat, sprijinul si intelegerea
unor oameni extraordinari fata de care as dori sa imi exprim recunostinta.

In primul rand, as dori si-i multumesc coordonatorului meu de doctorat, Prof. Dr.
Aurel Pui pentru Indrumare si sprijinul acordat pe toatd durata studiilor. Fara capacitatea lui
extraordinard de a-si inspira studentii sd aibd o gindire deschisa si sd exploateze resursele
disponibile la maximum, probabil nu as fi avut curajul si3 ma inham la a urma o cariera
stiintifica.

As dori sa imi exprim multumirea fata de Prof. Dr. Mette Rosenkilde pentru ca m-a
primit cu bratele deschise in grupul ei de cercetare din Laboratorul de Farmacologie
Moleculara de la Institutul de Neurostiintd si Farmacologie, Universitatea din Copenhaga,
Danemarca. Profesionalismul ei, discutiile fructuoase, combinate cu optimismul sau
debordant si abilitatea de a privi lucrurile cu optimism in orice situatie, mai ales In
momentele mele de dubiu si scepticism, m-au invatat sa tratez situatiile dificile cu calm si
pragmatism si au contribuit la formarea mea atat ca om de stiinta, cit si ca persoand in
general. As dori sa le multumesc si tuturor celor cu care am avut placerea de a colabora (si de
a ma imprieteni) in timpul sederii mele in Danemarca. In primul rand, sunt foarte
recunoscatoare Dr. Stefanie Karlshej pentru cd m-a initiat in tainele lucrului in laborator si
pentru ci a introdus familiaritatea intr-o atmosfera atat de straina. In acelasi timp, as dori sa-i
multumesc lui Olav Larsen pentru ca a reusit sa faca o atmosfera hygge atat in laborator, cat
si in birou. Fard acele discutii lungi si fructuoase despre probabil orice subiect posibil, nu as
fi realizat niciodata ca danezii si romanii pot fi atat de aseméanatori in gandire. De asemenea,
i1 sunt recunoscdtoare Katjei Spiess pentru tot ajutorul acordat si pentru bunatatea de care a
dat dovada, precum si pentru lungile plimbari cu bicicleta, care au transformat sederile mele
in Danemarca in experiente de neuitat. Multumiri lui Maibritt Sigvardt Baggesen pentru
asistenta tehnicd excelentd, precum si tuturor membrilor Laboratorului de Farmacologie
Moleculard pentru ci au creat o atmosferd de lucru excelenti in laborator. In special,
multumesc Gertrud, Vika, Line, Natalia, Christian si Ann-Sofie.

As dori sd Tmi exprim recunostinta si fatd de Thomas Michael Frimurer si Michael

Luckmann pentru abilitatile excelente in modelare moleculara, precum si pentru entuziasmul



in legatura cu proiectul US28, dar si multele discutii si intalniri stiintifice. De asemenea, {i
multumesc Nataliei Papargyri pentru ca mi-a deschis drumul spre descoperirea de noi liganzi
de mici dimensiuni ce tintesc receptorul US28.

In continuare, as dori si le multumesc membrilor comisiilor de indrumare si evaluare,
care si-au facut timp sa-mi parcurga teza cu meticulozitate si sa o cizeleze la forma ei de
astazi. In primul rand, as dori si-i multumesc Conf. Dr. Ramona Dianac pentru toate discutiile
fructuoase si pentru incurajare inca de dinaintea inceperii studiilor mele doctorale, dar si
pentru ca mi-a permis sa fac parte din grupul sdu de chimie organica in primii ani de
doctorat. Fara aceasta experientd nu as fi descoperit frumusetea chimiei organice, si nu as fi
stiut niciodati cAti munca se afld in spatele unui randament bun! in mod egal, fi sunt
recunoscatoare Lect. Dr. Calin-Lucian Maniu pentru ca m-a initiat in modelarea moleculara a
receptorilor cuplati cu proteine G, si pentru cd m-a incurajat s urmez o cariera stiintifica.
Fara entuziasmul sau si bundtatea de care a dat dovada, probabil nu m-as fi bucurat de o
carierd stiintifica in plind ascensiune.

In final, as dori sa 1i multumesc Prof. Dr. Gabi Drochioiu pentru tot sprijinul din timpul
anilor mei de studiu, pentru sugestiile sale si pentru rabdarea de care a dat dovada in toate
discutiile noastre. De asemenea, le sunt recunoscatoare Prof. Dr. lonel Mangalagiu si Prof.
Dr. Mircea Diudea pentru ca si-au facut timp sd-mi parcurgd teza si s ma indrume pe drumul
cel bun in cariera mea stiintificd. In plus, as vrea sa le multumesc colegilor din colectivul
Facultatii de Chimie cu care am avut ocazia s colaborez, mai ales lui Constantin Virlan, care
a avut rdbdarea sa Imi asculte ideile atunci cdnd am impartit biroul.

Bineinteles, aceasta teza nu ar fi putut fi infaptuita fara pauzele productive de cafea
alaturi de Diana Ariton si Iuliana Moise, carora le sunt recunoscdtoare in mod special.
Prietenia si sprijinul lor m-au invatat sa fiu rabdatoare si dedicatd, dar si ca munca asidua are
nevoie de pauze de cafea pe masura.

As dori sa 11 multumesc sotului meu pentru ca mi-a suportat multele nopti petrecute in
compania laptopului meu, si pentru intreaga sustinere, dragoste si motivatie pe care mi-a
inspirat-o de-a lungul anilor.

In cele din urma, as dori si le multumesc parintilor mei pentru dragostea
neconditionatd, incurajarea, si Intreg sprijinul acordat de-a lungul vietii mele. Nu as fi ajuns

astazi aici fara ajutorul lor.



Cuprins

DiSemINArea rEZUIALEION .........ccueiiiiiee et sb e nes v
| B 7= 6 (1 o) ()4 1<) o SR Vil
Date din HEeratura............ccoooiiiiiiii s 1
INEFOTUCETE ...ttt b et b et e et e s e bt e b et beebenneas 1

1. SISteMUI CNEMOKINIC ....vviviiieite et bbb 4
1.1, CREMOKINE ....cviieieie ettt bbbt bbbt e e bbbt b b ne e 4

1.2. Receptori CheMOKINICH ......ccvciiiicirce e 8

1.3. Acomodarea liganzilor in sistemul chemokinic — detalii din structuri cristaline ....... 21

2. Modularea alosterica a receptorilor ChemoKINICl.......cccvvriiieiiiiiiiiie e 28
2.1. Situsuri de coordinare la nivelul receptorilor chemokinici ...........ccccceveiiveieeiecnenne. 31

2.2. Modularea alosterica cu ajutorul liganzilor fara centru metalic...........ccoevvvriviieennne. 37

2.3. Tintirea farmacologicd a receptorului chemokinic viral US28 ..........cccocviiiiiinnn. 38

L@ o110t UL ST 45
Contributii originale ... 47

3. Elucidarea substratului structural al modularii alosterice a receptorului chemokinic

CCRS de catre chelati polipiridinici SIMPLi.......ceeeeiiiiiiieiieiecie e 47
3.1. Rezultate in SHICO ......cccviiiii e 48
3.2. REZUIALE 1N VITIO ..o 52
3.3L CONCIUZIT .o 66

4. Identificarea si caracterizarea farmacologica de noi liganzi cu actiune la nivelul

receptorului chemokinic Viral US28 ..ot s 68
4.1. Strategie compPutatioNald ...........cccooiiiiiiiiiiiere e 69
4.2. REZUIALE N VITIO ....ooviiiiii s 78
4.3, CONCIUZIT ... 90

5. Caracterizarea farmacologica de noi liganzi cu actiune la nivelul US28 generati pe baza

caracteristicilor structurale ale compusilor anterior identificati...........c.ccccevvrvreinencrnnnnen. 93
5.1. Strategie cOmMPULASIONALA..........ccviiiiiiiiiiicee s 94
5.2. REZUIALE TN VITIO ..o 98
5.3, CONCIUZIT..c.vviiiiiiiiii s 115

COoNCIUZIT $1 PEISPECTIVE ...ttt bbb bbb 118



MaALEIIAIE ST IMELOME ...ttt 123

Metodologie cOmMPULAtIONALA .........ccuviiiiiiiiiiii s 123
[V e Ce o [o] [o o L=l [N L o SRR 126
[T o] [ToT o =11 - USSR 130
AANEXE ..ot 144
Anexa | — Sisteme de numerotare a aminOACIZIION ............cccveviiiiiieieis e 144
Annex Il — Alinierea secventiald US28/CCRS .......cccoviiiiiiiiiieeee e 145
Annex Il — Efectul primei generatii de compusi asupra celulelor ce exprima US28 si
ASUPFa CEIUIEION CONIOL ... 146
Annex IV — Efenctul celei de-a doua generatii de compusi asupra celulelor ce exprima
US28 si asupra celulelor control ............cooveieiiiiiiiii 147
ANNEX V — PUDBLICALIT ...ttt 148

Cuvinte cheie: drug discovery, receptor cuplat cu proteine G, modelare moleculara,
screening virtual, alosterism, receptor chemokinic viral, antiviral, terapeutic, agonism invers,
modulator ago-alosteric, modulare alosterici pozitiva, complex chelat cu Zn**,
2,2’-bipiridina, 2,2°:6,2”-terpiridina, 4’-cloro-2,2’:6°,2”-terpiridina, mecanism de activare a
receptorilor chemokinici, abordare combinata in silico si in vitro

Lucrarea de doctorat intitulata “Studiul mecanismelor de activare a receptorilor
chemokinici in prezenta compusilor coordinativi cu Zn* si a unor liganzi de mici
dimensiuni cu potentiale aplicatii antivirale” cuprinde 129 pagini si este insotitd de 302
indici bibliografici si 5 anexe ce contin, printre altele, si articolele publicate. Rezultatele
experimentale obtinute de-a lungul elaborarii tezei fac subiectul a 11 tabele, 45 figuri si 2
publicatii 1n jurnale cu factor de impact, un capitol de carte intr-o serie indexata in Thomson
Reuters Web of Knowledge, precum si un articol in curs de publicare. Acest rezumat are
scopul de a prezenta succint principalele rezultate ale tezei, precum si 0 serie de concluzii
generale, si este insotit de o bibliografie selectiva.



Introducere si obiective

Elucidarea interactiunilor ligand-receptor la nivelul unor proteine transmembranare
implicate in homeostaza organismului a reprezentat un interes deosebit pentru comunitatea
stiintificd incd dinaintea existentei detaliilor structurale cu privire la organizarea
tridimensionald a acestora in membrana celulard [1, 2]. Receptorii cuplati cu proteine G
(GPCRs) sunt o familie de astfel de proteine transmembranare ce joacd un rol indispensabil
procesele normale ale corpului prin medierea cascadelor de semnalizare celulara. Multi dintre
receptorii senzoriali, inclusiv cei vizuali, olfactivi, gustativi si nociceptivi sunt GPCRs, dar si
o multitudine de receptori implicati in neurotransmisie sau in diverse functii cognitive, in
reglarea cresterii sau diferentierii celulare, sau apoptozei [3-6]. In acelasi timp, GPCRs sunt
implicati in fiziopatologia multor boli precum cancerul, depresia sau infectiile virale, fiind
unele din cele mai exploatate tinte ale medicamentelor de pe piata farmaceutica actuala [7],
precum si a numeroase eforturi de cercetare in domeniul descoperirii medicamentului [8]. Tn
ciuda diversitatii liganzilor capabili de a induce semnale prin receptorii aferenti, mecanismele
de activare a GPCRs sunt asemanatoare [9], dar nu sunt guvernate de interactiuni universale
ligand-receptor [10], ceea ce face stabilirea interactiunilor cheie dintre moleculele ligand si
receptor sa fie problematica si in consecinta, face ca procesul de descoperire de noi liganzi sa
fie dificil si foarte complex [11].

Ionii metalici, dar si complecsii metalici, si-au demonstrat utilitatea in analiza
structurala a GPCRs, dat fiind ca retelele de interactiuni intra-receptor implicate in
mecanismele de activare a receptorilor au fost descrise de nenumarate ori la nivelul GPCRS
prin introducerea artificiala a unor situsuri de coordinare [12-17]. Interactiunea ionilor
metalici cu catenele laterale ale aminoacizilor are loc sub conditii bine definite, dependente
de preferinta pentru o anumita geometrie a ionului metalic. Mai mult, prezenta chelatilor
aromatici in cavitatile de legare poate duce la o stabilizare extinsa a aminoacizilor aromatici
adiacenti prin interactiuni de tip m-m, Imbunatitind acomodarea complecsilor la nivelul
receptorilor, si vor servi ca substrat initial pentru activare. In studiul GPCRs, creearea unor
situsuri de coordinare metalica la nivelul structurii transmembranare a acestora, impreuna cu

stabilizarea ionului metalic la nivelul receptorului de catre o serie de chelati polipiridinici



simpli a contribuit la fundamentarea conceptului de activare a receptorilor [12, 13, 18, 19].
Cateva polipiridine simple pot modula functia liganzilor endogeni deja legati la receptori
intr-o maniera alosterica in prezenta ionilor metalici [20-22], ceea ce sugereaza faptul ca
compusii coordinativi pot fi utili si in studiul alosterismului la nivelul GPCRs, deci pot
contribui la dezvoltarea de noi modulatori alosterici cu proprietati specifice in scopuri
terapeutice.

O clasa aparte de GPCRs care reprezintd un interes deosebit pentru comunitatea
stiintifica actuald, mai ales din perspectiva farmaceutica, este cea a receptorilor chemokinici,
datorita rolului central pe care il joacd in procese precum inflamatia cronicd, bolile
autoimune sau infectia cu diverse virusuri, inclusiv herpesvirusurile sau HIV, dar si in
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
interactioneaza cu receptorii lor aferenti prin retele extinse de aminoacizi, atat in domeniul
transmembranar al receptorului, cat si in cel extracelular, spre deosebire de majoritatea altor
receptori din aceeasi superfamiliec a GPCRs, care prefera acomodarea liganzilor endogeni
exclusiv in regiunea transmembranara. Astfel, studierea mecanismelor de activare a
receptorilor chemokinici in prezenta liganzilor endogeni poate fi dificild, si datorita
suprafetei mari de interactiune dintre perechile chemokina:receptor, sunt necesare metode
alternative pentru a studia mecanismele de activare a acestor receptori.

Multi patogeni virali precum HIV utilizeazd receptorii chemokinici pentru a patrunde
in interiorul celulelor-gazda prin acomodarea unei glicoproteine virale care mimeaza
chemokinele endogene la nivelul cavitatilor de legare ale receptorilor. Citomegalovirusul
uman (HCMV) codificd proteine asemanatoare chemokinelor sau receptorilor chemokinici
pentru a pacali sistemul imunitar si de obicei este prezent in stare latentd, rareori
simptomaticd, la majoritatea populatiei adulte. Totusi, infectia primard cu HCMV este cauza
principald de deces si morbiditate la indivizi imunocompromisi, spre exemplu in urma unor
protocoale premergdtoare transplantului de organe, in cazul administrarii de agenti
chimioterapeutici imunosupresivi in vederea tratarii cancerelor hematopoietice, la indivizi cu
SIDA, boli autoimune sau cancer, precum si la nou-nascuti, in cazul carora sistemul imunitar
nu este dezvoltat in totalitate. Aproximativ unul din 150 nou-nascuti se naste cu infectie

congenitala cu HCMV, care poate cauza probleme serioase de sanatate ce includ retard



mintal, handicap vizual sau auditiv, microcefalie, convulsii sau encefalitd in aproximativ 10-
15% din cazuri, sau poate induce avort spontan sau nastere prematura la mamele infectate,
ceea ce face ca infectia primara cu HCMV sa fie una din principalele cauze ale defectelor
congenitale [24, 25]. Din acest motiv, necesitatea terapiilor anti-HCMYV este mare, insa
numarul disponibil de terapii medicamentoase este limitat. Receptorul chemokinic viral
US28, codificat de HCMV, este exprimat in toate stadiile infectiei virale, inclusiv latenta,
deci poate fi o tintd potrivita pentru potentiale terapii antivirale, insa numarul de structuri
moleculare ce pot interactiona cu acest receptor este limitat.

Eforturi continue de a dezvolta terapii ce actioneaza la nivelul sistemului chemokinic
au dus la aprobarea a doar doud medicamente pe piata farmaceuticd mondiald: maraviroc
(Celsentri®), un modulator alosteric negativ pentru receptorul chemokinic CCR5, utilizat n
tratamentul infectiilor cu anumite tulpini ale virusului HIV, si plerixafor (Mozobil®), pentru
cresterea mobilizarii celulelor stem hematopoietice In sangele periferic la pacienti aflati sub
tratament chimioterapeutic. Alte potentiale terapii antivirale sau antiinflamatoare nu au reusit
sd treacd de etapele finale de testiri clinice [26]. In consecintd, o intelegere mai buni a
sistemului chemokinic, combinata cu eforturi sustinute de dezvoltare a medicamentului, ar
putea creste rata de succes a studiilor clinice intreprinse 1n acest sens.

Astfel, cercetarea din aceastd teza este orientata spre intelegerea mecanismelor
moleculare din spatele activarii si modularii alosterice a receptorilor chemokinici de catre
molecule de mici dimensiuni, precum si identificarea de noi liganzi sau structuri moleculare
ce actioneaza la nivelul sistemului chemokinic, cu scopul final de a genera noi strategii

terapeutice ce tintesc acest sistem, precum infectia cu HCMV.

Principalele obiective ale tezei au fost urmatoarele:

1. Descrierea mecanismelor moleculare din spatele activarii si moduldrii alosterice a
receptorilor chemokinici de catre liganzi de mici dimensiuni cu centru metalic printr-0
abordare combinata in vitro si in silico;

2. ldentificarea de noi structuri moleculare capabile de a modula activitatea receptorilor
chemokinici sau de a influenta legarea chemokinelor endogene la receptori printr-0

abordare combinata in vitro si in silico;



Obiectivele generale de mai sus au fost indeplinite prin urmatorul set de obiective

specifice:

1.

10.

Propunerea unui situs de legare pentru complexele metalice ZnBip, ZnTerp si ZnClTerp
la nivelul receptorului chemokinic CCR5 prin experimente de andocare moleculara in
silico;

Validarea situsului de legare propus prin experimente in vitro la nivelul fenotipului
salbatic (WT) al CCRS5 si a 23 receptori mutanti, generati pe baza rezultatelor
computationale;

Identificarea aminoacizilor implicati in acomodarea celor trei chelati la nivelul cavitatii
de legare a CCR5;

Descrierea mecanismelor structurale ale activitatii ago-alosterice, respectiv pur alosterice
manifestate de ZnBip si ZnTerp, respectiv ZnClTerp la nivelul CCRS5 pe baza rezultatelor
experimentale in silico si in vitro;

Crearea unei biblioteci de molecule de mici dimensiuni ce posedad aceleasi proprietati
farmacofore ca si ligandul cu caracter agonist invers al receptorului chemokinic viral
US28, VUF2274, selectate din baze de date de compusi disponibili comercial;

Evaluarea bibliotecii de liganzi de mici dimensiuni la nivelul US28 prin experimente
functionale si de legare competitiva cu radioliganzi;

Identificarea de noi structuri moleculare cu abilitatea de a modula activitatea receptorului
US28 si de a le stabili modul de legare la nivelul situsului de legare al receptorului;
Crearea unei biblioteci de noua generatie de molecule de mici dimensiuni ce poseda
aceleasi proprietdti farmacofore ca si structurile ‘lead’ 33, 125 si 76 de prima generatie si
de a o evalua la nivelul US28 prin experimente functionale si de legare competitiva cu
radioliganzi;

Identificarea de noi liganzi capabili de a modula activitatea US28 cu proprietati
farmacologice Imbunatatite fatd de compusii de prima generatie si de a le stabili modul de
legare la nivelul situsului de legare al receptorului chemokinic viral;

Demonstrarea utilitatii receptorului trunchiat US28A300 in procesul de descoperire de

medicament la nivelul receptorului US28.



Experimentele in vitro, precum si cateva din experimentele in silico prezentate in teza
au fost intreprinse la Institutul de Neurostiintd si Farmacologie de la Universitatea din
Copenhaga, Danemarca, in grupurile de cercetare ale Prof. Mette Rosenkilde si Assoc. Prof.
Thomas Frimurer pe parcursul a trei mobilititi de practica in timpul studiilor doctorale. Tn
cadrul tezei ce face subiectul acestui rezumat, metodologia utilizata, atat computationala cat

si cea in vitro sunt detaliate in sectiunea Materiale si Metode.

Sectiunea de Contributii Originale a tezei este divizata in trei capitole, fiecare
concentrandu-se asupra unui subiect ce in final contruibuie la intelegerea sistemului
chemokinic si la dezvoltarea de noi potentiale terapii medicamentoase ce tintesc receptorii
chemokinici. In paginile ce urmeaza sunt rezumate principalele rezultate ale fiecirui capitol.
Numerotarea capitolelor, figurilor, tabelelor si structurilor din acest rezumat este identica cu

cea utilizata in teza.



Capitolul 3. Elucidarea substratului structural al modulirii alosterice a
receptorului chemokinic CCRS de catre chelati polipiridinici simpli

Primele patru obiective specifice din cele mentionate anterior au fost urmarite in
capitolul 3 al tezei. Cei trei agenti chelatori utilizati au fost 2,2’-bipiridina, 2,2°:6°,2”-
terpiridina si 4’-cloro-2,2’:6’,2”-terpiridina (Figura 15).

Bip

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

In ciuda unei mici diferente structurale, Terp and CITerp au comportiri farmacologice
diferite la nivelul CCRS5 in prezenta ionilor Zn?*. Astfel, ZnTerp (asemeni ZnBip) poseda atét
capacitatea de a amplifica legarea chemokinei endogene CCL3 la nivelul receptorului, cat si
abilitatea de a activa independent CCR5, pe cand ZnClITerp nu poate activa receptorul, fiind
un modulator alosteric pur ce influenteaza doar capacitatea de legare a CCL3 la receptor [22,
27]. In cazul acestor doua terpiridine, efectul alosteric poate fi separat de activitatea
intrinseca printr-un sigur atom de clor, insa nu este clar daca aceasta comportare apare ca
urmare a unei acomodari diferentiate la nivelul receptorului sau daca acesti compusi stabilesc
contacte preferentiale cu aminoacizi de la nivelul aceleiasi cavitati de legare. Cu scopul de a
intelege substratul structural al alosterismului si ago-alosterismului celor doua terpiridine si
bipiridinei la nivelul CCRS, precum si pentru a descrie mecanismul molecular din spatele
separarii acestor efecte, situsurile de legare ale chelatilor au fost prezise prin modelare
moleculara, apoi confirmate prin experimente in vitro de evaluare functionald si de legare
competitivd cu radioliganzi la nivelul a 23 de receptori mutanti.

Mai intai s-a generat un model prin omologie pentru receptorul CCR5, bazat pe
structura cristalind a receptorului chemokinic viral US28, care prezinta toate caracteristicile
unui receptor in stare activda, din moment ce toti liganzii testati induc activarea directd a

receptorului sau amplifica legarea chemokinelor la acesta. Apoi, dat fiind faptul ca chelatii



metalici sunt formati in situ, un ion Zn*" a fost plasat in cavitatea de legare a receptorului n
vecindtatea aminoacidului presupus ca ar functiona drept ancora pentru ionul metalic, E283
din TM VII.

Studiile de andocare moleculard au sugerat acomodarea in manierd asemanatoare la
nivelul CCR5 a celor trei compusi coordinativi, care in acelasi timp {isi datoreaza
comportarea farmacologica actiunii concertate agent chelant-ion metalic-acid glutamic. Toti
compusii sunt stabilizati In cavitatea de legare a receptorului prin interactiuni secundare de
natura hidrofoba cu aminoacizi aromatici apartinand atat cavitatii principale, cat si secundare
de legare a receptorului, printre care Y37, W86, Y108, F109, F112, W248 si Y251, dar si
R168 din ECL2 (Figura 17).

W248 W248 W24

Figura 17. Acomodarea (A,D) ZnBip, (B,E) ZnTerp and (C) ZnClTerp la CCRS5; (F) comparatie intre
modurile de legare ale ZnTerp (portocaliu) si ZnClTerp (turcoaz) la nivelul CCRS;




Al treilea inel piridinic din structurile celor doi complecsi terpiridinici testati este
acomodat adanc in regiunea hidrofoba a cavititii principale de legare. n plus, substituentul
clorurd din ClTerp este indreptat spre regiunea extracelulara a receptorului si interactioneaza
cu F109, probabil printr-o interactiune de tip Cl-x, dar nu reuseste sa interactioneze intr-un
mod favorabil cu W248, un aminoacid general implicat in activarea ligand-dependenta a
receptorilor. Astfel, inabilitatea ZnClTerp de a activa receptorul ar putea fi cauzata, cel putin
partial, de o interactiune defectuoasa cu acest aminoacid, sau de stabilizarea acestui rest intr-
0 Mmaniera ce nu permite activarea receptorului.

In continuare s-au generat 23 de receptori mutanti, bazati pe experimentele de
andocare moleculara anterioare, atat in cavitatea principald (‘major binding pocket’), cat si
cea secundara de legare (‘minor binding pocket’) (Figura 20), iar compusii coordinativi au
fost evaluati la nivelul acestor mutanti prin experimente functionale (pentru a determina

a determina impactul asupra capacitatii de modulare alosterica).

TM-3
L104A F109Y
Y108A F112A
Y108F F112L

F109A [116A

D276A E283A-
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M279A M287A

W248A
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Figura 20. Diagrama ‘roata helicala’ a CCRS ce cuprinde aminoacizii din sectiunea transmembranara
extracelulara a receptorului. Aminoacizii mutanti sunt reprezentati cu alb pe fundal negru si sunt
notati in dreptul regiunii transmembranare corespunzitoare; cele mai importante mutatii sunt
ingrosate: cavitate principalda — Y108A/F, F109A/Y, Y251A/F; cavitatea secundara — Y37A/F,
W86A,; ancora pentru ionul metalic: E283A.




Evaluarea functionald a complecsilor, dar si a chemokinelor endogene CCL3 si CCL5
la nivelul receptorilor mutanti (Figura 21), alaturi de evaluarea activitatii alosterice a
complecsilor prin experimente de legare competitiva cu chemokine radiomarcate (Tabel 3)

sunt in concordanta cu ipoteza in silico propusa anterior.
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Figura 21. Activitatea ZnBip (stnga, cercuri) si ZnTerp (dreapta, patrate) la nivelul celor mai
importanti receptori mutanti, evaluatd prin experimente de acumulare de inozitolfosfati; activitatea
complecsilor la fenotipul salbatic este reprezentata cu linii intrerupte in fiecare grafic; (A) activitatea
la nivelul mutantilor din TM III a cavitatii principale — Y108A/F si F109A; (B) activitatea la nivelul
mutantilor din TM VI a cavitatii principale — Y251A/F; (C) activitatea la nivelul mutantilor din TM
/11 a cavitatii secundare — Y37A/F si W86A; (D) activitatea la mutantul E283A din TM VII.

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

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

activa acesti receptori mutanti.



In ceea ce priveste capacitatea modulatorie alosterici, W86A a avut un impact
selectiv asupra abilitatii ZnBip de a amplifica legarea CCL3 la nivelul receptorului, iar Y37A
a avut un impact selectiv asupra aceleiasi proprietati la cei doi complecsi terpiridinici. Dupa
cum era de asteptat, E283 si F109 sunt esentiali pentru activitatea alostericd a tuturor
complecsilor testati, si doar comportarea ZnTerp este afectatd de mutatia W248A, observatie
ce in continuare sustine ipoteza initiala in silico. Astfel, activitatea mai pronuntatd a ZnTerp
comparativ cu ZnBip in modularea legarii chemokinelor ar putea fi explicata de stabilizarea
aditionala a complexului terpiridinic de catre W248.

Tabel 3. Rezultatele experimentelor de legare competitiva folosind ca radioligand [**I]-CCL3 si
ZnBip, ZnTerp sau ZnClTerp drept competitori; pozitia fiecarui aminoacid este indicata in sistemele
de notare Ballesteros-Weinstein si Schwartz; valorile K; sunt redate n unitati logaritmice si
concentratic molara (uM); Fp, reprezinta descresterea K; a receptorilor mutanti comparativ cu

fenotipul salbatic al CCRS5; culori: > 2 galben; >5 portocaliu; >10 rosu; ZnClTerp dezlocuieste
[**1]-CCL3 de la Y37A, lucru evidentiat cu albastru

ZnBip nTerp ZnClTerp

BWIS Affinity Affinity Affinity

logK; + SEM (uM) Fouwe (N)]logK; £ SEM (uM) Frie (N)[logKi £ SEM (uM)  Free (0)

WT -42+ 013 66 1.0 (8)| -48+x0.09 16 1.0 (7)] -52+x0.07 6 1.0 4

Y37A | 107/1.39 | -42+0.01 67 1.0 (3)| -44+029 37 24 (3)| -5.7+0.05 21 034 (3)

™I
Y37F | 107/1.39 | -40+0.02 95 14 (3)] -47+007 21 13 (3)[ -5.0+x019 11 18 (3)

TMII  W86A | 11220/260 | -3.4+ 016 420 /63 (4)| -46+010 24 15 (3)] -50+0.02 97 16 (3

Y108A | 111:08/3.32 | -41+ 001 79 12 (3)| -48+0.16 18 1.1 (4)| -50+ 010 11 18 (3)
TM I F109A | 111:09/3.33 | no enhanced binding - (3)[no enhanced binding- (3)| no enhanced binding - 3)
F112A | 111:12/3.36 | -40+ 0.07 99 15 (4)| -46+014 23 1.4 (5) -52+008 63 10 (4

TMV L203F | V:13/5.47 | -40+ 010 90 1.4 (3)[ notdetermined not determined

W248A| VI:13/4.48 | -41+ 005 85 1.3 (4)|no enhanced binding [ 4)| -53+ 016 55 09 ()

T™M VI
Y251A | VI116/451 | -41+009 75 11 (4] -48+006 17 11 (4| -51+005 85 14 (4
D276A |VII-02/7.32| -3.7+ 021 204 31 (3) -45+011 28 18 (4)| -51+01 86 14 (4)
T™ VI E283A | VII:06/7.39 | no enhanced binding-(S) no enhanced binding-(4) -4.0 £ 0.07 105 -(3)

G286F | VII09/7.42| -44+ 0.00 36 0.55 (3)[ notdetermined not determined
M287A| VII:10/7.43| -3.7+ 0.21 204 3.1 (3)| -51+0.12 7.6 048 (3)] -5.2+ 0.03 6.8 11 (3)

In concluzie, capitolul 3 se concentreazi asupra intelegerii mecanismelor structurale
din spatele activarii si moduldrii alosterice a receptorului chemokinic CCRS de citre
complecsii coordinativi formati in situ ZnBip, ZnTerp si ZnClTerp printr-o abordare
combinata in silico si in vitro. Pornind de la rezultatele experimentelor de andocare
moleculard, s-au generat 23 receptori mutanti, la nivelul carora au fost evaluati compusii
coordinativi si chemokinele endogene prin experimente de acumulare de mesagenri secundari

(inozitolfosfati) si experimente de legare competitiva cu chemokine radiomarcate.
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Experimentele de andocare moleculara in silico au indicat ca toti cei trei complecsi sunt
acomodati la nivelul aceleiasi cavititi de legare de la nivelul receptorului intr-o maniera
asemanatoare, iar experimentele in vitro intreprinse, inclusiv cele de mutageneza dirijata, au
sustinut modelul in silico propus.

In toate cele trei cazuri, acidul glutamic din TM VII, E283, joaca rolul de ancora
pentru ionul metalic. Alti aminoacizi implicati in stabilizarea scheletului polipiridinic la
nivelul cavitatii de legare a receptorului includ Y37, W86, Y108, F109, F112, W248 si Y251.
Tn plus, cel de-al treilea inel piridinic din ZnTerp and ZnClTerp este acomodat adanc Tn
regiunea hidrofoba a cavitatii principale de legare delimitatd de W248 si Y251, iar
inabilitatea ZnClTerp de a activa receptorul ar putea fi explicatd printr-o interactiune
defectuoasa cu W248, un aminoacid implicat in mod general in activarea ligand-dependenta
a receptorului, sau de stabilizarea acestuia intr-o manierd ce nu permite activarea
receptorului. In acelasi timp, activitatea mai pronuntatd a ZnTerp comparativ cu ZnBip ar
putea fi explicata de stabilizarea aditionald a complexului terpiridinic de catre W248.

Per ansamblu, rezultatele prezentate in capitolul 3 ilustreaza ca diverse molecule de
mici dimensiuni cu centru metalic pot fi utilizate pentru a modula comportamentul unor
perechi specifice chemokini:receptor. In acest sens, simpla aditie a unui atom de clor (Terp
vs. ClTerp) poate avea un impact imens asupra comportarii liganzilor din punct de vedere al
contribuie la intelegerea mecanismelor de activare a receptorilor chemokinici, informatii ce
ar putea fi explorate in vederea dezvoltarii de noi molecule de mici dimensiuni cu proprietati

specifice si diverse aplicatii medicale.
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Capitolul 4. Identificarea si caracterizarea farmacologica de noi liganzi cu
actiune la nivelul receptorului chemokinic viral US28

Cu toate ca ionii metalici, respectiv compusii coordinativi, si-au demonstrat utilitatea in
studiul activarii si modularii alosterice a receptorilor chemokinici [16, 21, 28] sau a
receptorilor cuplati cu proteine G in general [13, 15, 29], un potential farmacoterapeutic mai
mare in cadrul sistemului chemokinic il au moleculele de mici dimensiuni fard centru
metalic. Cu exceptia azamacrociclurilor cu centru metalic si potential antiviral ce tintesc
receptorul chemokinic CXCR4 [30-32], majoritatea liganzilor aflati in centrul investigatiilor
actuale sunt entitati organice de mici dimensiuni [33]. Generarea de descriptori moleculari
pentru stabilirea de relatii structurd-activitate (SAR) in cazul compusilor organici de mici
dimensiuni este relativ simpla, iar disponibilitatea a milioane de structuri in baze de date
comerciale de compusi permite identificarea de noi entitati moleculare cu aceleasi proprietati
farmacofore cu medicamente cunoscute, eventual cu potential terapeutic imbunatatit.

O directie de cercetare actuald este indreptata spre identificarea de noi molecule de
mici dimensiuni cu potential anti-HCMV ce tintesc receptorul chemokinic viral US28,
implicat Tn diseminarea virala, dar si in patogeniile altor conditii imune precum ateroscleroza
sau dezvoltarea si vascularizarea tumorilor, in special a glioblastoamelor [34]. De asemenea,
acest receptor este prezent si in latenta, astfel ca tintirea sa n terapii anti-HCMV ar putea fi o
solutie fezabild pentru tratarea infectiilor virale indiferent de viremie sau progresia bolii [35].
US28 poseda multe proprietati interesante, de la semnalizarea prin diverse cai celulare in
maniera constitutiva [36-39] pana la abiilitatea de a lega o multitudine de chemokine si de a
le inlatura din spatiul extracelular [40]. Multe din aceste proprietati au fost exploatate pentru
dezvoltarea de strategii terapeutice variate. In mod special, afinitatea ridicata a US28 pentru
chemokina CX3CL1 a fost utilizata pentru a genera o proteina toxica de fuziune ce distruge
selectiv celulele infectate cu HCMV ce exprima US28 [41, 42].

Atenuarea nivelului de activitate constitutiva al US28 poate fi, de asemenea, o tinta
atractiva in vederea dezvoltarii de noi potentiale terapii anti-HCMYV. Prima molecula
nonpeptidergica descrisd ca ligand pentru US28, VUF2274 (5-[4-(4-clorofenil)-4-hidroxi-
piperidin-1-il]-2,2-difenilpentannitril), se comporta ca un agonist invers in calea de
semnalizare celularda PLC in evaluari in vitro la nivelul celulelor transfectate cu US28 [43],

dar este si un antagonist potent la nivelul receptorului chemokinic nrudit structural cu US28,
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CCRL1 [44], o proprietate ce limiteaza utilizarea acestui compus in clinica datorita posibilelor
efecte secundare. Alti compusi de naturd variata, inclusiv tetrahidroizochinoline, flavonoide,
calcone si azepine, au fost dezvoltati in vederea atenuarii nivelului de activitate constitutiva a
receptorului US28, insa valorile relativ mici ale ECsy limiteaza eventuala lor utilizare n
practica medicala.

Setul disponibil actual de molecule cu abilitatea de a interactiona cu US28 a fost
construit prin strategii precum generarea de compusi hibrizi, cautarea in baze de date proprii
(‘in-house’) sau prin modificari structurale punctuale ale compusilor deja cunoscuti, iar din
acest motiv, numarul de entitati moleculare cu structuri unice capabile de a modula
activitatea US28 este limitat. Din acest motiv, noi strategii precum cautarea in baze de date
complete de substante disponibile comercial (e.g. ZINC) ar trebui adoptate pentru a identifica
noi liganzi ai US28 cu valori ale ECsy imbunatatite, Tn vederea explorarii potentialului
activitatii constitutive a acestui receptor in terapii anti-HCMV si pentru a intelege mai bine
relevanta fiziologica a acestuia in patogenia virala [45].

Astfel, scopul capitolului 4 este de a identifica noi structuri moleculare capabile de a
actiona la nivelul US28 pornind de la descriptorii moleculari ai agonistului invers cunosut,
VUF2274. In prima fazi a fost construit un model prin omologie al receptorului US28 bazat
pe coordonatele structurale ale unui alt receptor chemokinic inrudit, CCR5. Tn continuare, s-a
identificat situsul de legare al VUF2274 la nivelul US28 prin studierea orientarii relative a
ligandului co-cristalizat al CCR5, maraviroc, la nivelul receptorului si prin suprapunerea
modelului generat peste structura cristalina a template-ului, CCRS5. Odata identificat situsul
de legare, VUF2274 a fost andocat la nivelul US28, iar conformatia cea mai favorabild din
punct de vedere enrgetic a fost optimizata si folosita mai departe in etapa de screening
virtual.

Procedura de screening virtual bazat pe structura liganzilor (ligand-based virtual
screening) a presupus o cadutare sistematizatd in baze de date de compusi disponibili
comercial si selectarea celor mai similare substante cu VUF2274 din punct de vedere al
aproximativ 12 milioane de compusi din baza de date ZINC [46] au fost comparati cu
VUF2274 printr procedeul multiplet similarity search, iar cei mai bine clasati 5% compusi

conform coeficientului de similaritate Tanimoto (693,130) au fost supusi unei noi etape de
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selectie, denumita Atomic Property Field superimposition. Aceasta tehnica, implementata in
Molsoft ICM-Pro, genercaza un grid molecular pentru fiecare compus din baza de date
conform sapte proprietati farmacofore tridimensionale: (A) grupari donoare de legaturi de
hidrogen (HBD); (2) grupari acceptoare de legaturi de hidrogen (HBA); (3) hibridizare sp2;
(4) lipofilicitate; (5) marime; (6) sarcinad si (7) grupari electronegative/pozitive, care este mai
apoi comparat cu cel al conformatiei VUF2274 din situsul de legare al US28. Impunerea
unor criterii standard de selectie cu scopul de a garanta biodisponibilitatea compusilor,
precum masa moleculara (< 500) sau valoarea coeficientului de partitie n-octanol/apd (logP <
5.5), urmata de clusterizare a dus la generarea a 1,454 structuri unice reprezentative care au
fost apoi filtrate pe baza altor proprietdti farmacofore specifice ale VUF2274 (e.g. 0 grupare
centrald incircatd pozitiv sau prezenta unei grupari HBA la mai putin de 1.5A de gruparea
hidroxil) cu generarea unui subset de 294 de compusi care au fost inspectati vizual individual
la nivelul cavitatii de legare a receptorului. Din acestia, 98 au fost achizitionati si testati in
vitro. O reprezentare schematizata a etapelor de filtrare si selectie poate fi consultata in

Figura 26.

in stock subset of

> 12 million "7\¢ database

Multiplet similarity
search, top 5%

Atomic Property Field
(APF) superimposition

Chemical filtering
and clustering

98 compounds for
experimental testing

Figura 26. Etapele de filtrare si selectie, alaturi de numarul de compusi selectati dupa fiecare etapa

In experimentele preliminare de acumulare de inozitolfosfati (IP), majoritatea
compusilor testati au prezentat o tendintd clard 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 constitutivd a
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receptorului US28 cu o valoare a ECsp de 1.76 uM, de 2 ori mai bund decat a compusului-
parinte, VUF2274. De asemenea, a fost identificat si un agonist, 2-{[4-(4-
acetilfenil)piperazin-1-il]metil}-5-fenil-3H-tieno[2,3-d]pirimidin-4-ona (33), ce a putut
amplifica activitatea de baza a receptorului US28 cu 36% si o valoare a ECsyp de 0.95 uM
(Figura 27). Testarile acestor compusi si in alte experimente functionale precum acumularea

intracelulari de Ca®" au confirmat activitatea acestora la nivelul US28.
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Figura 27. (A) Evaluarea functionald in doza singulara (10 uM) a bibliotecii de 98 de compusi prin
experimente de acumulare de inozitolfosfati la US28 WT; agonistul (33) si agonistul invers (125) sunt
colorati in verde, respectiv portocaliu; agonistul nespecific 77 este colorat in gri; (B,C) structurile
chimice si curbele doza-raspuns ale 33 si 125; curba dozé-raspuns a VUF2274 este redatd in linie
punctata in fiecare grafic; datele sunt normalizate intre activitatea bazala a celulelor netransfectate
(0%) si activitatea constitutiva a celulelor transfectate cu US28 in prezenta unei solutii DMSO 1%
(100%) si reprezinta media a cel putin 3 experimente individuale efectuate in duplicat = SEM; valori
de peste 100% indicd o crestere a concentratiei de inozitolfosfati radiomarcati prin activarea
receptorului si denotd un caracter agonist, in timp ce valori de sub 100% denotd descresterea
concentratiei de inozitolfosfati, implicit un caracter agonist invers.
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Prin studii de legare competitiva cu radioliganzi s-a constatat cd acesti doi compusi
sunt alosterici, doar unul din cel 98 de compusi testati fiind capabil sd concureze cu
[**1]-CX3CL1 pentru situsul de legare al US28 — 2-({4-[2-(4-clorofenoxi)etil]piperazin-1-
il}metil)benzo[cd]indol-2(1H)-ona (76). Totusi, analiza LC-MS a acestui compus a indicat o
defragmentare chiar si In conditii de ionizare blanda, sugerand ca 76 ar putea fi instabil si in

conditiile experimentale in vitro (Figura 29).
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Figure 29. (A) Evaluarea bibliotecii de 98 de compusi in doza singulara (10 uM) prin studii de legare
competitiva cu [**I]-CX;CL1; compusul 76 este colorat Tn albastru; 33, 125 si VUF2274 sunt colorati
in verde, portocaliu, respectiv rosu; valorile reprezintd media a trei experimente individuale, efectuate
in duplicat, si normalizate intre raspunsul observat in prezenta unei solutii 1pM de CX3CL1
neradiomarcatd (0%) si raspunsul observat in prezenta unei solutii DMSO 1% (100%). Valori sub
100% denota o competitie intre legarea compusilor si [*’I]-CX5CL1 la nivelul receptorului,
reflectand un caracter ortosteric; (B) spectrul ESI-MS al 76, impreuna cu structura chimica si situsul
posibil al defragmentarii; principalele peak-uri m/z: 120.14; 143.15; 253.03; 255.05.

Compusii 33 si 125 sunt inruditi structural, si poseda un sistem biciclic legat printr-0
punte etilenica de un sistem heterociclic central, piperazina in cazul 33 si piperidind la 125.
Ambii compusi sunt acomodati la nivelul US28 intr-o manierd asemandtoare, iar atomul de
azot heterociclic formeaza o punte de sare cu acidul glutamic E277 din regiunea
transmembranara VII a receptorului. De asemenea, regiunile hidrofobe voluminoase ale

liganzilor sunt stabilizate in cavitatea de legare de o serie de aminoacizi aromatici precum
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W89, Y112 sau Y244 (Figura 31). Printre diferentele in acomodarea celor doi compusi se
numara orientarea relativa a catenei laterale a W89, dar si legatura aditionala de hidrogen
dintre atomul de oxigen carbonilic al 125 si gruparea hidroxil a Y112. Studii ulterioare de
mutageneza ar putea confirma implicarea directd a acestor aminoacizi in stabilizarea

compusilor la nivelul receptorului.
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Figura 31. Structurile chimice si conformatiile cele mai favorabile ale (A,B) 33 si (C,D) 125 la
nivelul US28; interactiunile polare ligand:receptor sunt redate cu linii albastre punctate; aminoacizii
din cavitatea de legare sunt notati conform sistemelor de notare Ballesteros-Weinstein/Schwartz

In concluzie, capitolul 4 al tezei se axeazi pe identificarea si caracterizarea de noi
entitati chimice capabile de a actiona la nivelul receptorului chemokinic viral US28. Astfel,
utilizand descriptorii moleculari ai ligandului cunoscut pentru US28, VUF2274, au fost
selectati cei mai similari compusi disponibili comercial din baza de date ZINC, ce contine
aproximativ 12 milioane de substante, prin etape succesive de filtrare si selectie. In final, s-a
construit o biblioteca de 98 de compusi ce au fost evaluati in teste in vitro pentru aprecierea
activitatii acestora la nivelul US28.

Evaluarea biologicd a compusilor a dus la identificarea unui agonist invers ce contine
un schelet molecular nemaidescris pentru acest sistem proteic, 125, cu abilitatea de a atenua
44% din activitatea constitutiva a receptorului US28 cu o valoare a ECsp de 1.76 puM, dar si
un agonist, 33, ce poate amplifica activitatea de baza a receptorului cu 36% cu o valoare a
ECso de 0.95 uM. Cei doi liganzi actioneaza in maniera alosterica la nivelul receptorului

relativ cu chemokina CX3CL1, si doar unul din cei 98 de compusi testati a putut concura cu
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aceasta pentru ocuparea situsului de legare al US28 (76), insa stabilitatea acestui compus in
conditiile experimentale alese este incerta.

Tn final, atat 33 cat si 125 sunt acomodati la nivelul receptorului Tn maniera similara,
fiind Tnruditi structural. Ambii compusi poseda un sistem biciclic legat printr-0 punte
etilenica de un sistem heterociclic central, piperazind in cazul 33 si piperidina la 125. Printre
aminoacizii implicati in stabilizarea acestor doi compusi la nivelul cavitdtii de legare a
receptorului se numara E277, care serveste drept ancora pentru atomul de azot heterociclic
central, W89, Y112 si Y244.

Structurile nou-identificate in acest capitol, precum si caracterizarea farmacologica a
acestora reprezinta puncte de plecare importante in dezvoltarea de noi terapii anti-HCMV ce

tintesc receptorul chemokinic viral US28.
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Capitolul 5. Caracterizarea farmacologica de noi liganzi cu actiune la
nivelul US28 generati pe baza caracteristicilor structurale ale compusilor
anterior identificati

Capitolul 5 al tezei dezvolta ideea capitolului anterior, in sensul ca structurile nou-
identificate (33, 76, 125) sunt folosite drept modele pentru generarea unei mini-biblioteci de
noud generatie, continand 93 de compusi, prin aceeasi abordare computationala de screening
virtual utilizata in capitolul anterior, si evaluarea acesteia in vitro.

Dupa evaluarea initiald in doza singulara in cadrul testarilor functionale, compusii cu

activitate relevanta la nivelul US28 au fost evaluati si in etapa ulterioard, de determinare a

valorilor ECsq (Figura 37).
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Figura 37. Structurile si activitatea compusilor de noua generatie in experimente de acumulare de
inozitolfosfati: (A) capabili de a atenua mai mult de 40% din activitatea constitutiva a US28; (B) cu
actiune agonista; (C,D) capabili de a atenua mai mult de 30%, respectiv 20% din activitatea
constitutivda a US28; rezultatele sunt normalizate intre activitatea celulelor netransfectate (0%) si
activitatea celulelor transfectate cu US28 1n prezenta unei solutii DMSO 1% (100%) si reprezinta
media a cel putin 3 experimente efectuate in duplicat = SEM,
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Dintre compusii cu abilitatea de a atenua activitatea constitutiva 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 decat 125, iar compusii
153 (N-(4-fluorofenil)-2-(4-((5-(4-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il)metil)piperazin-1-il)
acetamida) si 139 (2-({2-[4-(1,3-benzotiazol-2-ilmetil)piperazin-1-il]propanoil }amino)
tiofen-3-carboxamida) au valori ale ECsy de 3, respectiv 4 ori mai slabe (Figura 37A). Dintre
toti agonistii inversi identificati, compusul 205 este cel mai similar din punct de vedere
structural cu 125, fapt ce sugereaza ca acest compus pastreaza determinantii structurali de
activitate la nivelul US28. Cei doi compusi cu abilitatea de a amplifica activitatea
constitutiva a US28, 199 (2-(4-((1H-benzo[d]imidazol-1-il)metil)piperidin-1-il)-N-(3-cloro-
4-metilfenil)acetamida) si 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, inruditi structural
cu 125, ceea ce face ca interpretarea eventualelor relatii de structurd-activitate biologicd sa
fie dificila, observatie valabila si in cazul altor liganzi cu activitate la nivelul US28 [47].

In cadrele experimentale in care nivelul bazal de activitate constitutiva 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 bunda combinatie eficacitate-
potenta, fiind comparabil cu 125 n 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 poseda acelasi substituent in partea dreapta a moleculei ca si 135
(relativ cu heterociclul central) dar un substituent mai voluminos si cu atomul de azot
imobilzat intr-un ciclu de tip tiazol in partea stanga, are o activitate de 20 de ori mai slaba
comparativ cu 135, ceea ce sugereaza ca nu doar volumul substituentului este important
pentru activitatea observata, ci si sarcina neta, precum si disponibilitatea spatiald a atomului
de azot din substituent. Tn final, compusul 138 (N-(1,3-benzodioxol-5-il)-2-[4-(1-naftilmetil)
piperazin-1-ilJacetamida) a atenuat activitatea constitutivd a receptorului US28 cu 23%
(Figura 37D), insa acest comportament a fost observat exclusiv in cadre exprimentale in care
nivelul initial de activitate constitutiva a receptorului era foarte ridicat. Acest compus nu a
avut activitate semnificativa in evaludrile preliminare in doza singulara.

Nici unul din cei 93 de compusi nu a reusit sa dezlocuiasca complet chemokina

CX3CLI1 radiomarcata de la nivelul receptorului, insd doi compusi au reusit dezlocuirea sa
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partiala (134 si 208, 32% dezlocuire in doza singulara de 10 uM). Dupa cum era de asteptat,
VUF2274 si 125 nu au concurat cu [*°I]-CX5CL1, comportare observati si anterior (Figura
38A). In acelasi timp, cinci din cei 93 de compusi au dezlocuit chemokina CCL2
radiomarcata de la nivelul receptorului cu mai mult de 40%, cel mai eficace fiind 208 (78%).
Alti sase compusi au putut concura cu mai mult de 15% [*2°1]-CCL2 pentru legarea la nivelul
US28. VUF2274 a dezlocuit aproximativ 60% din chemokina radiomarcata, iar 125 a putut
concura cu doar aproximativ 10% [**I]-CCL2 (Figura 38B).
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Figura 38. Evaluarea bibliotecii de 98 de compusi in doza singulard (10 uM) prin studii de legare
competitiva cu (A) [**°1]-CX5CL1; (B) [**°I]-CCL2; (C) [***1]-CCLA4; cercuri verzi: >40% dezlocuire;
cercuri albastre: >20% dezlocuire; 125 si VUF2274 sunt colorati cu portocaliu, respectiv rosu;
valorile sunt normalizate intre raspunsul observat in prezenta unei solutii 1pM de chemokina
neradiomarcata (0%) si raspunsul observat in prezenta unei solutii DMSO 1% (100%), n=3, duplicat
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Pentru a verifica dacd comportamentul observat relativ cu CCL2 este specific,
biblioteca de compusi de noud generatie a fost testatd si in studii de legare competitiva
utilizand ca radioligand chemokina CCL4. Tn acest sens, s-a observat cid majoritatea
compusilor identificati ca dezlocuitori ai CCL2 de la nivelul receptorului pot dezlocui si
chemokina CCL4 (Figura 38C) cu aproximativ aceeasi eficacitate. Practic, cu exceptia
catorva compusi (spre exemplu, 134 concureazi selectiv cu [*°1]-CCL2), nivelul de
dezlocuire a celor doud chemokine se coreleaza liniar (Figura 39), ceea ce sugereaza ca acesti
compusi au un mod asemanator de legare la nivelul receptorului, si sunt capabili de a
recunoaste acele conformatii ale receptorului stabilizate de chemokine de tip CC, dar nu si

cele stabilizate de CX3CL1.
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Figura 39. Dependenta liniara dintre dezlocuirea [**°1]-CCL2 si [***I]-CCL4 de la nivelul receptorului
de catre biblioteca de compusi de noud generatie

Dintre cinci cei mai eficace dezlocuitori ai CCL2 radiomarcate, trei au valori ale 1Csg
mai bune decat VUF2274 (care a avut o valoare a 1Csp de 12.35 uM 1in cadrul experimental
ales), insa doar doi au eficacitate imbunatatita: 199 si 208. Compusul 207 este la fel de activ
ca si VUF2274, insa nu poate concura cu CCL2 la acelasi nivel, iar 134 si 210 au valori ale

ICs0 mai mari de 10 uM (Figura 40).
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Figura 40. Curbele dozi-rispuns in experimente de legare competitivd cu [**°1]-CCL2 ale (A)
VUF2274, 199 si 208; (B) 134, 207 si 210; valorile sunt normalizate intre raspunsul observat in
prezenta unei solutii 1uM de chemokina neradiomarcata (0%) si raspunsul observat in prezenta unei
solutii DMSO 1% (100%), n=3, duplicat

In cadrul evaluarilor functionale initiale la nivelul receptorului US28, compusii 199 si
208 se comporta ca agonisti slabi, insd s-a observat ca eficacitatea acestora este dependenta
de nivelul initial de activitate constitutiva al sistemului experimental. Este interesant de notat
ca un nivel initial ridicat de activitate constitutiva potenteaza gradul de agonism observat.
Acest comportament a fost observat si la alti liganzi ai receptorului US28 [47], insa cauza sa
exacta nu a fost elucidatd pe deplin, cu toate ca se presupune ca este legata de proprietatea
aditionald a receptorului viral de a fi internalizat in maniera constitutiva. Astfel, in vederea
eliminarii capacitatii receptorului de a fi internalizat prin recrutare constitutiva de [-arestine,
dar in acelasi timp pastrand abilitatea sa de a semnaliza in maniera constitutiva, activitatea
bibliotecii de compusi de noud generatie a fost testata si la nivelul unui receptor trunchiat,
US28A300. Acest receptor nu poseda ultimii 55 de aminoacizi carboxiterminali si implicit nu
prezinta situsurile de fosforilare necesare recrutarii kinazelor de receptori cuplati cu proteine
G (GRKs), deci nu poate recruta B-arestine sau suferi internalizare f-arestin-dependenta. Alti
autori au demonstrat ca utilizarea acestui receptor in evaluarea activitatii liganzilor de mici
dimensiuni poate duce la identificarea de activitati camuflate de internalizarea constitutiva a
receptorului US28 de fenotip salbatic [47].

Evaluarea initiala in doza singularda a celor 93 de compusi la nivelul receptorului
trunchiat, US28A300, a dus la generarea unei palete mai diverse de activitate decat la

US28WT (Figura 41). Nu mai putin de 16 compusi au avut abilitatea de a creste nivelul de
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inozitolfosfati cu mai mult de 40% peste nivelul de bazd al US28A300, iar alti 12 au
amplificat activitatea receptorului cu mai mult de 20%. Alti 7 compusi au atenuat activitatea
constitutiva a acestui receptor cu mai mult de 25%. VUF2274 s-a comportat ca agonist,
amplificand cu 90% activitatea bazala a mutantului, acest efect fiind opus celui observat la

US28WT, iar compusul 125 nu a influentat in nici un fel activitatea receptorului trunchiat.
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Figura 41. Evaluarea initiala a bibliotecii de noua generatie in doza singulara (10 pM) Tn experimente
de acumulare de inozitolfosfati la nivelul receptorului US28A300 (n=3);

Nu s-a putut stabili nici o relatie intre activitatea compusilor la nivelul receptorului
trunchiat si cea observata la fenotipul salbatic, nici intre gradul de dezlocuire a chemokinelor
si activitatea la US28WT. Practic, s-a observat ca unii compusi capabili de a amplifica
activitatea la US28A300 nu au nici un efect sau au efect opus la US28WT. Pe de alta parte,
s-a constatat ca dezlocuirea chemokinelor de tip CC de la nivelul receptorului este strans
legata de activitatea copusilor la nivelul US28A300 (Figura 43). Astfel, s-a demonstrat ca
intr-adevar, exista cazuri in care internalizarea constitutiva a US28WT poate duce la
camuflarea activitatii moleculelor de mici dimensiuni la nivelul receptorului. Din acest
motiv, utilizarea receptorului trunchiat US28A300 in evaluarea bibliotecilor de compusi ar
putea conduce la identificarea de liganzi cu actiune la nivelul US28 trecuti cu vederea in
evaludrile la nivelul fenotipului salbatic. Astfel, US28A300 poate fi considerat o unealtd
farmacologica esentiald in dezvoltarea de noi potentiale terapii anti-HCMYV ce tintesc US28.

In concluzie, capitolul 5 al tezei se axeazi pe identificarea si caracterizarea de noi
entitati moleculare ce actioneaza la nivelul US28, pornind de la structurile compusilor 33, 76
si 125, identificati in capitolul anterior ca noi liganzi pentru US28. Astfel, pornind de la

descriptorii moleculari ai celor trei compusi, s-a scanat baza de date ZINC, continand
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aproximativ 12 milioane de compusi, si s-au selectat, prin etape succesive de filtrare si

clusterizare, 93 de compusi pentru testarile in vitro.
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Figura 43. (A) Eficacitatea si (B) Potenta la nivelul US28A300, impreuna cu gradul de dezlocuire a
[**1]-CCL2 a compusilor din biblioteca de noua generatie.

Evaluarile in vitro au dus la identificarea catorva noi agonisti inversi, dintre care 135
si 138 au avut valorile cele mai bune ale ECs (0.089 puM, respectiv 0.039 puM), dar
eficacitate scazuta (<40% atenuare a activitatii constitutive). Compusul 205 a fost de trei ori
mai activ decét ligandul-parinte 125 (ECso = 0.34 uM), cu eficacitate comparabili. In acelasi
timp, s-au identificat doi agonisti noi, 199 si 208.

Nici unul din cei 93 de compusi din biblioteca de noud generatie nu a reusit sa
dezlocuiasca complet chemokina CX3CL1 de la nivelul receptorului, insd cativa compusi au
concurat cu chemokinele de tip CC testate pentru legarea la receptor. In acelasi timp, nu s-a
putut stabili nici o relatie intre activitatea observatd la US28WT si capacitatea de dezlocuire a
chemokinelor de la nivelul receptorului. Totusi, tendinta de legare a compusilor relativ cu
chemokinele CC s-a putut corela liniar cu activitatea masuratd la receptorul trunchiat
US28A300, ceea ce demonstreaza ca acest receptor mutant poate fi o unealtd farmacologica
foarte utila in scopul identificarii de noi liganzi cu actiune la nivelul US28. Structurile nou-
identificate n acest capitol servesc drept puncte de plecare importante in dezvoltarea de noi
terapii anti-HCMV ce tintesc receptorul US28 si contribuie la diversificarea structurilor

disponibile in prezent cu abilitatea de a recunoaste acest receptor chemokinic viral.

25



Concluzii generale si perspective

Intelegerea mecanismelor moleculare implicate in activarea receptorilor chemokinci de
catre molecule de mici dimensiuni se afla la baza tuturor eforturilor actuale de identificare a
noi potentiale terapii ce tintesc sistemul chemokinic. Pentru a aduce o contributie in acest
sens, cercetarea intreprinsa in teza de doctorat a fost directionata spre:

e descrierea mecanismelor moleculare din spatele activarii si modularii alosterice a
receptorilor chemokinici de catre liganzi de mici dimensiuni cu centru metalic, printr-
o abordare combinata in vitro si in silico;

e identificarea de noi structuri moleculare capabile de a modula activitatea receptorilor
chemokinici sau de a influenta legarea chemokinelor endogene la receptori printr-0
abordare combinata in vitro si in silico;

Tn vederea indeplinirii primului obiectiv general, cercetarea s-a axat pe receptorul
chemokinic CCRS, care este capabil de a acomoda o gama variatd de molecule de mici
dimensiuni la nivelul cavitdtii sale de legare, inclusiv compusi coordinativi, cu efecte
farmacologice diverse. Pe de o parte, complecsii metalici ZnBip si ZnTerp se comporta ca
modulatori ago-alosterici la CCRS, deci pot activa receptorul in absenta chemokinelor si
modula legarea acestora la nivelul CCRS5, iar complexul ZnClTerp este un modulator
alosteric pur ce nu poseda activitate intrinsecd, nsd are un impact puternic asupra legarii
chemokinelor endogene la nivelul receptorului.

In capitolul 3 al tezei a fost identificat situsul de legare a complecsilor ZnBip, ZnTerp
si ZnClTerp de la nivelul receptorului, si s-a demonstrat, atat prin experimente in silico, cat si
in vitro, ca este delimitat de aminoacizii Y37si W86 din cavitatea secundara de legare, R168
in ECL2 si Y108, F109 si Y251 din cavitatea principald de legare pentru toti cei trei
complecsi, iar pentru ZnTerp si ZnClTerp mai cuprinde si F112 si W248 de la baza cavitatii
principale de legare. Tn plus, s-a aritat ci toti cei trei compusi coordinativi isi datoreaza
comportarea farmacologica actiunii concertate agent chelant-ion metalic-acid glutamic E283
din TM VII. In acelasi timp, activitatea mai pronuntati a ZnTerp comparativ cu ZnBip ar
putea fi explicata de stabilizarea aditionala a complexului terpiridinic de catre W248, iar

inabilitatea ZnClTerp de a activa receptorul ar putea fi cauzata de o interactiune defectuoasa
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cu W248, un aminoacid implicat in mod general Tn activarea ligand-dependentd a
receptorului, sau de stabilizarea acestuia intr-o maniera ce nu permite activarea receptorului.

Pentru indeplinirea celui de-al doilea obiectiv general, cercetarea s-a axat pe receptorul
chemokinic viral US28, implicat in patogenia infectiei cu HCMYV, si inrudit structural cu
receptorul chemokinic anterior inevstigat, CCRS. In prezent existi un numar limitat de
entitati moleculare de mici dimensiuni capabile de a modula activitatea acestui receptor, iar
identificarea altor structuri unice ce pot recunoaste US28 este absolut necesard, dat fiind
pericolul pe care acest virus 1l reprezinta in cazul persoanelor imunocompromise, mai ales al
nou-nascutilor.

Tn acest sens, capitolul 4 al tezei descrie generarea unei biblioteci de 98 de compusi cu
potentiald activitate la nivelul US28, pornind de la proprietatile farmacofore ale unui ligand
cunoscut pentru US28, VUF2274, prin scanarea bazei de date ZINC, ce contine aproximativ
12 milioane de compusi disponibili comercial, prin etape sucesive de filtrare si selectie. In
urma evaludrii in Vitro a acestei biblioteci de compusi a fost identificat un agonist invers nou,
125, cu abilitatea de a atenua 44% din activitatea constitutiva de baza a receptorului cu o
valoare a ECsq de 1.76 uM (de doud ori mai bund decat a compusului-parinte, VUF2274 —
ECso = 3.5 uM [43)), si s-a demonstrat ca acest compus actioneaza la nivelul receptorului in
manierd alostericd, nefiind capabil sd dezlocuiasca nici una din chemokinele radiomarcate
testate de la nivelul US28. Un sigur compus din cei 98 testati, 76, a putut concura cu
chemokina CX3CL1 radiomarcata pentru legarea la nivelul receptorului, insa posibila
instabilitate a acestui compus in solutie nu a putut conduce la concluzia ca efectul observat
este cauzat de molecula 1n sine si nu de unul din produsii sdi de hidroliza.

La concentratia maxima testata (10 uM), compusul 125 a atenuat nivelul de activitate
constitutiva a receptorului mai eficient decat chemokina endogena CX3CL1 in concentratie
maxima testatd (100 nM). In acelasi timp, s-a identificat un compus nou cu caracter agonist,
33, ce a amplificat activitatea receptorului cu 36% si o valoare moderata a ECsg (0.95 uM).

In final, dati fiind asemanarea structurald dintre cei doi compusi, s-a aratat ci atat 33,
cat si 125 sunt acomodati la nivelul receptorului in maniera similard. Ambii compusi poseda
un sistem biciclic legat printr-o punte etilenica de un sistem heterociclic central, piperazina in
cazul 33 si piperidina la 125. Printre aminoacizii implicati in stabilizarea acestor doi compusi

la nivelul cavitatii de legare a receptorului se numara E277, care serveste drept ancora pentru
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atomul de azot din heterociclul central, W89, Y112 si Y244. Structurile nou-identificate in
acest capitol, precum si caracterizarea farmacologica a acestora reprezinta puncte de plecare
importante in dezvoltarea de noi terapii anti-HCMV ce tintesc receptorul chemokinic viral
US28.

Odata ce au fost identificati cel putin trei liganzi noi cu actiune la nivelul receptorului
chemokinic viral US28 (33, 76 si 125), s-a generat o biblioteca de compusi de noua generatie
cu scopul de a identifica alte noi structuri cu proprietati farmacologice imbunatatite la nivelul
US28. Astfel, in capitolul 5 al tezei se descrie generarea unei biblioteci de 93 de compusi
utilizand acelasi demers de screening virtual ca si in capitolul 4, dar folosind descriptorii
moleculari ai celor 3 liganzi nou-identificati, precum si evaluarea acesteia la nivelul US28
prin experimente functionale si de legare competitiva.

Evaluarea functionala a celor 93 de compusi a dus la identificarea catorva noi agonisti
inversi cu proprietati farmacologice imbunatatite fata de compusul-parinte 125 (spre exemplu
135, ECso = 89 nM, de 11 ori mai activ), insa s-a observat ca eficacitatea acestora este
dependenta de nivelul initial de activitate constitutiva al sistemului experimental. Nici unul
din compusii testati nu a reusit sa dezlocuiasca complet chemokina CX3CL1 de la nivelul
receptorului, insda VUF2274 (ICsp = 12.35 uM), impreuna cu alti cinci compusi (134, 199,
207, 208 si 210), au dezlocuit mai mult de 40% [***1]-CCL2 de la nivelul US28, iar doi din
acesti compusi (199 and 208) au avut valori ale 1Csp de cel putin 5 ori mai bune decat
VUF2274. Aceiasi doi compusi au fost buni dezlocuitori ai [**°1]-CCL4, Tn timp ce VUF2274
a reusit sd dezlocuiasca aproximativ 65% din aceastd chemokina de tip CC radiomarcata de
la nivelul US28. In acelasi timp, compusul-parinte 125 nu a putut concura cu nici una din
chemokinele testate pentru legarea la nivelul receptorului, ceea ce sugereaza o actiune pur
alosterica a acestui compus.

Astfel, s-a descoperit ca o serie de compusi inruditi structural cu 125 pot concura cu
chemokinele de tip CC (CCL2 si CCL4), dar nu si cu CX3CL1 pentru legarea la nivelul
US28 in vederea generarii de diverse raspunsuri farmacologice. Pana in prezent, aceasta este
prima data cand sunt descrise molecule de mici dimensiuni capabile sd concureze cu
chemokine de tip CC (cu exceptia CCLS5) pentru legarea la nivelul receptorului chemokinic

viral US28, si este prima datd cand se descrie dezlocuirea preferentiala a chemokinelor de
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catre liganzi de mici dimensiuni (spre exemplu, 134, capabil de a dezlocui CCL2, dar nu
CCL4).

Nu s-a putut identifica nici o legatura intre abilitatea de dezlocuire a chemokinelor de
la nivelul receptorului si activitatea intrinsecd a bibliotecii de noua generatie, insa s-a stabilit
ca proprietatile competitive relativ cu [?°1]-CCL2 sunt strans legate de activitatea compusilor
la nivelul unui receptor trunchiat ce nu poate fi internalizat in maniera p-arestin-dependenta,
US28A300. Astfel, s-a demonstrat ca activitatea observata la nivelul acestui receptor este
camuflatd la fenotipul sélbatic datorita internalizarii constitutive a receptorului, iar utilizarea
US28A300 in evaluarea bibliotecilor de compusi ar putea conduce la identificarea de liganzi
cu actiune la nivelul US28 trecuti cu vederea in evaludrile la nivelul fenotipului salbatic.
Astfel, US28A300 poate fi considerat o unealta farmacologica esentiald in dezvoltarea de noi
terapii potentiale anti-HCMV ce tintesc US28.

Structurile nou-identificate in cadrul tezei, precum si caracterizarea farmacologicad a
acestora reprezinta puncte de plecare importante in dezvoltarea de noi terapii anti-HCMV ce
tintesc receptorul chemokinic viral US28 si contribuie la diversificarea structurald a
compusilor cu actiune asupra US28.

Cercetarile ulterioare se vor axa pe imbunatatirea proprietatilor farmacologice ale
moleculelor de mici dimensiuni cu actiune la nivelul US28 nou-identificate, cu scopul final
de a genera noi terapii efective anti-HCMV. In acelasi timp, uneltele computationale descrise
in cadrul tezei vor fi transferate asupra altor sisteme de receptori cuplati cu proteine G cu
scopul de accelera descoperirea de noi entitati moleculare ce actioneaza la nivelul acestora,
mai ales Tn cazul receptorilor care sunt dificil de studiat tocmai din cauza lipsei moleculelor

de mici dimensiuni specifice.
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Diseminarea rezultatelor
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unui articol Tn curs de publicare. De asemenea, o parte din rezultate au fost prezentate la
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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
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Biology & Drug Design 89(3):289-296 (DOI: 10.1111/cbdd.12848), IE = 2.802 [49].
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