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. PARTEA TEORETICA

INTRODUCERE GENERALA

Bioactivitatea sau activitatea biologica subliniazd proprietatea unui stimul (radiatie,
moleculd, biomolecule, medicament) de a declansa un rispuns biologic in materia vie. Tn
farmacologie, aceasta activitate este determinatd de farmacoforul moleculelor de ligand, a carui
constitutie si forma reprezinta natura interactiunilor dintre molecula de ligand si tinta (respectiv
receptorul).

Spatiul topologic este definit ca un set de puncte / atomi cu vecinitatea corespunzatoare
pentru fiecare punct, a carui existentd axiomaticd este acceptata (Stadler si Stadler 2002). Toate
variabilele biologice, care reflectd, fie prezenta discreta, fie prezenta continua sau interactiunea
entitatilor biologice - pot fi reprezentate si masurate in spatiul euclidian (Fagerland et al., 2011)
Spatiile topologice pot fi descrise pana la homeomorfism prin proprietatile lor topologice Acestea
sunt invariabile sub homeomorfism. Un spatiu topologic, care este la nivel local euclidian, se
numeste o varietate. Ca spatiu euclidian, o varietate poate avea n-dimensiuni (Kdrner 2015).
Spatiile varietatilor pot fi ponderate pentru a "transporta" anumite proprietdti, precum
bioactivitatea. Astfel, o variabila care descrie bioactivitatea poate fi reprezentata utilizand varietati
('spatii topologice).

Bioactivitatea farmacologica este rezultatul biodinamicii si biocineticii unui anumit
medicament; aceste activitdti pot fi considerate a fi spatiul medicamentos. Spatiul medicamentos
este o regiune speciald, 0 componentd a spatiului chimic. Spatiul chimic este o conceptualizare in
cheminformatica, care se referd la spatiu, incluzand toate moleculele posibile si compusii chimici
definiti de un set dat de reguli de constructie si de conditii limitd. Spatiul chimic teoretic in
cheminformatica se referda la spatiul moleculelor potential farmacologic active, cu un ordin de
dimensiune de 10%° molecule.

Serviciul Abstract Chimic are in baza sa de date din iulie 2009, 49.037.297 molecule
organice si anorganice, numar ce creste in 11 noiembrie 2013 la peste 75 de milioane de structuri
citate in jurnale. Explorarea spatiului chimic poate fi efectuatd computational - in ,,silico” sau

experimental - prin reactii chimice. Aceastd explorare a Spatiului chimic se realizeaza prin
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utilizarea in baza de date ,,in sillico” a moleculelor virtuale, vizualizate prin proiectarea spatiului
proprietdtii multidimensionale in dimensiunile inferioare, caracterizat prin proprietati
masurabile/cuantificabile fizico-chimice (Vallianatou et al., 2015).

Deplasarea prin spatiul chimic se realizeaza prin generarea de combinatii stoichiometrice
de electroni si nuclee atomice, pentru abordarea tuturor izomerilor topologici posibili necesari
aplicarii regulilor de constructie. In cheminformatica, astfel de tehnici includ motoare de generare
a structurilor, motoare de fragmentare si tehnici mai discrete, cum ar fi tehnici de cautare si analiza
conformationale precum dinamica moleculara, andocare etc. (Carlson si McCammon 1999).

In lumea reals, proprietitile fizico-chimice sunt proiectia proprietitilor chimice in spatiul
chimic cunoscut. Fiind doar proiectii, aceste caracteristici adesea nu sunt unice (respectiv
degenerate), iar molecule diferite pot prezenta proprietati similare (Raymond si Awale 2012).
Design-ul materialelor si descoperirea de molecule cu propietdti farmacologice implica

explorarea spatiului chimic.

Capitolul 1.1
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|.Recunoasterea moleculara

Recunoasterea moleculara se refera la o interactiune specifica dintre doua molecule,
aceasta fiind una noncovalenta (Bolel et al., 2012). Notiunea de recunoastere moleculara a fost
introdusa de Jean Marie Lehn 1n 1970. Procesul de recunoastere este multistrat. Cei doi parteneri,
in cazul biologiei, sunt reprezentati de o gazda sau tintd si oaspetele sau molecula activa
reprezentatd de medicament. Procesul implicd recunoasterea reciprocd, in special, pe baza
complementaritatii (in forma si sarcina locald) necesara creerii unei obligatii bazate pe grupuri

functionale.

Recunoasterea este posibild in orice directie avand sase grade de libertate. Grupurile
functionale naturale, donatorii de hidrogen sau acceptorii de hidrogen sunt importante pentru ca
moleculele sd se "recunoascd" si sd interactioneze intre ele. Diferitele eliminari ale atomilor
functionali din jurul atomului central vor determina o recunoastere noncovalenta diferitd in spatiu,
cu o pozitionare geometricd diversd. Pe scurt, bioactivitatea este rezultatul atat a recunoasterii de
legare, cat si a recunoasterii moleculare. Recunoasterea moleculard determind o interactiune

ulterioara intre gazda (receptor) si oaspete (ligand).

Capitolul 1.2
Analiza interactiunilor ligand proteina

Interactiunile sunt descrise ca si cazuri unice si complicate precum locurile multiple de
legare, de exemplu, alosterii (Liu si Nussinov 2016). Numarul mare de structuri macromoleculare
depuse n banca de date a proteinelor (PDB) care descrie "complexe intre proteine si compusi
endogeni sau medicamente sintetice a facut posibila o analizd a interactiunilor care apar intre
proteine si liganzii lor. Reziduurile observate cu cea mai mica frecventa in secventele de proteine,
Trp, His, Met, Tyr si Phe, s-au dovedit a fi cele mai abundente in buzunarele de legare. Au fost

gasite diferente semnificative intre compusii de tip medicamentos si cei fiziologici

l. 2.1 Masurarea ECso
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Concentratia totalda a ligandului la care se leagd jumatate din proteind se numeste ECsg
(concentratie de efect 50%) a reactiei. ECsp este utilizat pe scara larga pentru a raporta rezultatele
testelor deoarece estimarea punctului de mijloc al titrarii prin inspectie este simpla. La jumatatea
punctului de titrare, cand jumatate din proteina este legata de ligand avem urmatoarea relatie [P]
= [PL ](Polla 2010).

1.2.2 Legarea competitiva si ICso

In multe situatii, este important si se evalueze concurenta dintre doi liganzi pentru legarea
la o proteina. Daca unul dintre acestia este un ligand "de referinta" cu un situs de legare cunoscut
si daca titrarea intr-un alt ligand "test" diminueaza legarea "referintei", inseamna ca ligandul de
testare fie se leaga la acelasi situs ca si "referinta" sau la un situs alosteric care influenteaza locul

de legare al referintei.
PL&P+I+ L Pl
La echilibru, pot fi scrise urmatoarele:

_Ky[PL] _ K,[PI]

P
[F] [L] [1]
atunci
[PL] _ K,[L]
[PIT K,[I]

Ecuatia aratad ca efectul inhibitorului este proportional; cu cat afinitatea sau concentratia

inhibitorului liber [I] este mai mare, cu atat mai mic este raportul ligandului.

1.2.3 Echilibru

Se ia Tn considerare o situatie in care o cantitate de ligand este addugata la proteine. Initial,
fiecare molecula de proteina va fi nelegata ([P] = [P] T), iar intalnirile dintre ligand si proteina duc

frecvent la legare:

B [P [P K (P ~[PLIL ~{PLD K [PLI =, [PEILT, -k, [P +[LL) 4 IPLI+, [PLT
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fb (t)al—e (Kon ([P1r +[ L1 +Koss )t

Constanta de timp pentru abordarea echilibrului, trelax =1/ (Kon ([P] T + [L] T) + Koff), S€
dovedeste a fi o buna aproximare a valorii reale intr-o varietate larga de circumstante. Fractia
legatd de proteine va atinge, de obicei, mai mult de 98% din valoarea sa de echilibru Tn treiax si in
practicd acest timp depinde in mare masura de kon i de concentratia totald de proteina si ligand,
deoarece Kot este relativ mic. Experimentarea designului pentru masuratori de echilibru ar trebui
sa tina cont de timpul necesar pentru a ajunge acolo. "Pentru o testare tipica de legare proteina-
ligand cu proteina 1 pM, ligand 2 pM si Kqde 1 pM timpul pentru echilibru poate varia dramatic

cu proprietatile cinetice ale proteinei.

Capitolul 1.3
»QSAR”’ (Relatii structura activitate)

Relatia cantitativa intre structura si activitate poate fi descrisa in cele din urma ca fiind o
teorie care leagd "structura moleculard, prin descriptori moleculari, cu activitatile biologice
relevante pentru a crea modele de regresie sau de clasificare™ (Nantasenamat et al., 2009). Prin
urmare, importanta sa este incalculabila, deoarece este capabila sa cunoasca sau sa prezica aceasta
legatura "de la structura moleculard la o anumita activitate biologica care are o valoare enorma in

numeroase domenii de cercetare stiintifica.

1.3.1 2D-QSAR bazat pe fragmente

,,Metodele 2D-QSAR permit construirea de modele atunci cand obiectele de tip cristal 3D
sau structurile receptorilor nu sunt disponibile. Au fost introduse metode Tmbundtatite QSAR
bazate pe fragmente. Holograma-QSAR (H-QSAR) a fost prima metodd QSAR bazata pe
fragmente moleculare introduse de Tripos (Leal et al., 2015) ™.

1.3.2 3D-QSAR

14



Metodele 3D-QSAR sunt mai complexe. Exista doud tipuri de metode 3D-QSAR:
dependenta de aliniere si independenta alinierii. Ambele metode necesita conformatii bioactive ale
liganzilor ca sabloane pentru dezvoltarea modelelor QSAR. CoMFA este una dintre bine-
cunoscutele metode 3D-QSAR dezvoltate de Cramer et al. In aceasti metoda "structura 3D a
liganzilor este suprapusa, apoi campurile sterice si electrostatice sunt generate in jurul fiecarui

ligand.

1.3.3 Metode QSAR multidimensionale

Metodele QSAR multidimensionale sunt dezvoltate pentru a aborda dezavantajele
metodelor 3D-QSAR prin incorporarea unor descriptori suplimentari(dimensiuni). Hopfinger si
colab., "au dezvoltat un model 4D-QSAR prin utilizarea esantionarii conformationale Boltzmann.
Geometria receptorului este esentiald pentru dezvoltarea unui model 4D-QSAR ". Acest model a

fost dezvoltat folosind programul XMAP

1.3.4 Caracteristica selectiei receptorilor

O problemd comund in orice studiu QSAR este de a descrie proprietatile moleculare.
Natura descriptorilor utilizati si gradul in care acestia cripteaza caracteristicile structurale legate

de variabila dependenta, este 0 parte vitala a unui studiu QSAR.

Capitolul 1.4
Andocarea si plierea proteinelor

,Finalizarea proiectului genomului uman a dus la un numar tot mai mare de ,, tinte”’
terapeutice noi pentru descoperirea de medicamente. In acelasi timp, s-au dezvoltat tehnici de
purificare a proteinelor de nalta performantd, cristalografie si tehnici de spectroscopie prin
rezonanta magnetica nucleara ce au contribuit cu multe detalii structurale ale proteinelor” (Meng
et al., 2011). Aceste progrese permit strategiilor computationale sa patrunda in prezent in toate
aspectele descoperirii medicamentului, cum ar fi tehnicile de screening virtual (VS) pentru

identificarea “hit-urilor”- si metodele de optimizare moleculara.

|.4.1. Andocarea rigida ligand si receptor
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Atunci cand ligandul si receptorul sunt ambele tratate ca si corpuri rigide, spatiul de cautare
este foarte limitat, avand Tn vedere ca sunt doar trei grade de libertate de translatie si trei grade de
libertate de rotatie. in acest caz, flexibilitatea ligandului ar putea fi abordata prin utilizarea unui
set precalculat de configuratii de ligand sau prin permiterea unui grad de suprapunere de atom-
atom intre proteina si ligand. DOCK a fost prima procedurd automatd de andocare a unei molecule
intr-un sit receptor si a fost dezvoltata in mod continuu. Aceasta caracterizeaza ligandul si
receptorul ca seturi de sfere care ar putea fi suprapuse prin intermediul unei proceduri de detectare

a clicurilor.

FLOG genereaza conformatiile ligandului pe baza geometriei distantei si utilizeazd un
algoritm de determinare a clicurilor pentru a calcula seturile de distante. Pana la 25 de conformatii
explicite ale ligandului ar putea fi folosite pentru a acoperi o anumita flexibilitate. FLOG permite
utilizatorilor sa defineasca puncte esentiale care trebuie asociate cu un atom de ligand (Elkoley si
Doersksen, 2013). Aceasta abordare este utila daca o interactiune importanta este deja cunoscuta
inainte de andocare. Conformatiile sunt marcate cu o functie avand in vedere interactiunile van der

Waals, electrostatice, legaturi de hidrogen si interactiuni hidrofobe.

1.4.2. Andocarea flexibila ligand si rigida receptor

Pentru sistemele al caror comportament urmareste paradigma de potrivire indusa, este de
importanta vitala sa se ia in considerare flexibilitatea ligandului si a receptorului, deoarece n acest
caz atat ligandul, cat si receptorul isi schimba conformatiiile pentru a forma un complex minim de
energie perfectd. Cu toate acestea, costul este foarte mare atunci cand receptorul este de asemenea
flexibil. Astfel, abordarea comund, un compromis intre precizie si timpul de calcul, trateaza
ligandul ca fiind flexibil, in timp ce receptorul este mentinut rigid in timpul andocarii. Aproape

toate programele de andocare au adoptat aceasta metodologie, cum ar fi AutoDock, FlexX.

|.4.3 Andocarea flexibila ligand si flexibila receptor

Mobilitatea intrinseca a proteinelor s-a dovedit a fi strans legatd de comportamentul

.....

provocare semnificativa in domeniul docherii. In mod ideal, utilizarea simulirilor de dinamica
moleculara(MD) ar putea modela toate gradele de libertate in complexul ligand-receptor. Dar MD

are problema esantionarii inadecvate asa cum s-a mentionat mai devreme. In plus fata de potrivirea
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istoricd indusd, au fost propuse mai multe modele teoretice: selectia conformer si inductia
conformationald pentru a ilustra procesul de legare flexibila a ligandului-proteind. Conform
definitiei date de Teague, selectia conformer se refera la un procedeu in care un ligand se leaga

selectiv de o conformatie favorabild dintr-un numar de conformatii de proteine.

1.4.4 Plierea proteinelor

Este procesul fizic prin care lantul de proteine isi dobandeste structura nativa
tridimensionald, o conformatie care este de obicei functionald din punct de vedere biologic, intr-
un mod expedient si reproductibil. Este procesul fizic prin care o polipeptida se pliaza in structura
tridimensionala caracteristica si functionala din ,,bobina” aleatorie. Fiecare proteina exista ca o
polipeptida sau ,,bobina” aleatorie desfasurata atunci cand este tradusa dintr-o secventa de mRNA

intr-un lant liniar de aminoacizi.

|.4.5 Structura tertiara a proteinelor

Odatd ce structura tertiard a proteinei este formatd si stabilizatd prin interactiunile
hidrofobe, poate exista, de asemenea, legatura covalentd sub forma de punti disulfidice formate
intre doua resturi de cisteina. Structura tertiara a unei proteine implica un lant polipeptidic unic.
Totusi, interactiunile suplimentare ale lanturilor polipeptidice pliate dau nastere la formarea

structurii quaternare.

1.4.6 Structura quaternara a proteinelor

Structura tertiara poate da nastere la formarea structurii quaternare in unele proteine, care
implicd de obicei "asamblarea" sau "coasamblarea" subunitatilor deja pliate. Cu alte cuvinte,
lanturile multiple de polipeptide ar putea interactiona pentru a forma o proteind cuaternard pe

deplin functionala.

1.4.7 Modelarea plierii proteinelor

Tehnicile ,,de novo” sau ,,ab initio” pentru predictia structurii proteinei computerizate sunt
legate, dar strict distincte de studiile experimentale de pliere a proteinelor. Dinamica moleculara
(MD) este un instrument important pentru studierea plierii si dinamicii proteinelor n silico.

Simulari pliabile de echilibru au fost realizate utilizand modelul implicit de solvent si esantionarea
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“umbreld”. Din cauza costurilor computationale, simularile de pliere MD de la inceput, cu apa
explicitd, sunt limitate la peptide si proteine foarte mici. Simuldrile MD ale proteinelor mai mari
raman limitate la dinamica structurii experimentale sau la desfasurarea acestea la temperaturi
ridicate. Procesele de pliere de lunga durata (peste 1 milisecunda), cum ar fi plierea proteinelor de
dimensiuni mici (aproximativ 50 de reziduuri) sau mai mari, pot fi accesate folosind modele cu

granulatie grosiera.
Capitolul 1.5

Descriptori moleculari

Teoria grafurilor chimice este o stiintd interdisciplinara, intre chimie si matematica. Se
incearca rezolvarea unor probleme dificile ale chimiei, cum ar fi enumerarea izomerilor, simetria
moleculard si / sau elucidarea unor structuri chimice complexe.

|.5.1. Definitii de baza in grafuri

Un graf este o pereche de doua seturi: setul de varfuri / atomi V si setul de margini / legaturi
E. O margine este o pereche de varfuri (i, j) care apartin de E (G) (Harary, 1969), G fiind un graf
molecular (nedirectionat). Numarul de varfuri in G este dat de cardinalitatea setului de varfuri.
Termenul de graf a fost introdus de Sylvester (1874).
1.5.2. Matrici topologice patrate si indici

Un graf molecular poate fi reprezentat de o secventa de numere, un polinom, un singur
numar sau o matrice. Aceste reprezentari au scopul de a fi unice, pentru o anumita structura.

1.5.2.1. Matricea adiacentei

Matricea de adiacentd A (G) Sylvester (1874) este un tabel simetric patrat definit ca:

Daca in locul 1, am pus topologic bo ordine de legatura (> C-C <, bo=1;>C =C <, bo = 2;
aromatic legatura, bo = 1,5), avem matricea de conectivitate C (G). Matricea adiacentei permite

recuperarea grafului corespunzator.

1.5.2.2. Matricea distantei
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Matricea distantei DI (G) este 0 masa simetricd patratd, cu dimensiuni n X n, definita ca

(Harary,1969):

Intrarile non-diagonale ale acestei matrice sunt doar distanta topologica dintre i si j. Suma

a jumatatii a tuturor intrarilor din DI (G) ofera indicele topologic Wiener - ,,W” binecunoscut.

l.5.2.3. Matricea deturului

In grafurile care contin cicluri, daci cele mai scurte cai sunt inlocuite cu cea mai lungi cale
intre doua noduri 1 si j, poate fi definitd matricea Detour DE (G) (Harary, 1969, Diudea et al.,
2002).

1.5.2.4. Matricea Cluj

Matricea Cluj CJ (G), propusa de Diudea (Diudea, 1997, Diudea, 2010, Diudea et al. 1997,
Janezic et al. 2007), este definita pe fragmente Cluj care colecteaza nodurile v situate mai aproape
de i decat de j, capetele unei p cdi (i, j), cu alte cuvinte, vecinatati vertex (vezi Gutman, 1994) a i

vs. orice nod j, unite prin calea p, cu distantele masurate in subgraful G \ p:

Intrarile in matricele CJ se calculeazd ca fiind maximul cardinalititii dintre toate

fragmentele care pot apdrea in grafurile care contin inele.

Matricile Cluj sunt definite atat prin distanta (UCJDI) cat si prin conceptele de ocolire
(UCJDE), ele sunt matrice non-simetrice, cu exceptia unor grafuri simetrice. Aceste matrici pot fi
simetrizate prin multiplicarea Hadamard cu transpunerea lor. Matricele simetrice bazate pe

margini sunt calculabile de la cea bazata pe cale, prin inmultire cu matricea de adiacenta a grafului.

In arbori, intrarile matricei Cluj reprezinti numarul de cai care trec prin i pani la j. In figura
de jos se oferd un exemplu in acest sens. Observati cd RS (UCJp) = RS (We); CS (UCJp) = CS
(D).
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Indicii proveniti din matrici topologice (a se vedea mai sus) sunt calculati ca jumétate din

suma intrarilor matriceale.
1(G)=(/ Z)Zi zj [M]ij = Zi>j [M]ij

In arbori, suma jumatatii din matricele simetrice Cluj oferd indicii Wiener W si hiper-

Wiener WW, de la SCJe si SClp, respectiv.

1.5.2. 5. Matrici sarcina— ,,CH*

Tabelul CH (G) al matricei “weighted” se calculeaza pe baza grupului electronegativitatilor

grupului Sanderson (Diudea si Ursu, 2003), dupa cum urmeaza:

1.5.2.6 Matrice de straturi si coaja
1.5.2.7.1 Matrice de straturi

Un strat de varfuri v situat la distanta k, in partitia G (i) este definit ca:
G(v), ={v|d,, =k} G(i)={G(v), ;k€[0,1,..,ecc;]}

Unde ecci este excentricitatea lui i. Intrérile din matricea stratului (a proprietatii varfurilor) LM

(Diudea, 1994, Diudea si Ursu, 2003, Diudea, 2010) sunt definite ca

[LM]i,k = Z p,

v]diy =k
Matricea straturilor este o colectie de intrari de mai jos:

LM(G) ={[LM],,;ieV(G); k €[0,1..,d(G)] }

D (G) fiind diametrul grafului (adicd cea mai mare distanta in G). Coloana k = 0 este doar coloana
proprietatilor varfurilor. Atunci cand pi = 1 (proprietatea de numarare), matricea LM se numeste
LC (matricea stratului de numarare). Orice proprietate atomica / varf poate fi folosita ca pi. Orice
matrice patratd M poate fi matricea - info, adica matricea care furnizeaza proprietati locale / varf,

asa cum este implementata in software-ul TopoCluj (Ursu si Diudea, 2005).
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6 ik 01 2 3 4 RS

. 1 11 2 2 1 7

A 2 13 21 0 7
L o1 3 13 3 0 0 7

4 12 2 2 0 7

5 11 1 2 2 7

6 11 2 2 1 7

7 11 2 3 0 7

CS 7 12 14 12

kCS 12 28 36 16 92a

Matrici strat LC(G1); a =2x indexul Wiener

1.5.2.7.2 Matrice pentru straturi

Operatorul matricei de coaja, Sh, (Diudea si Ursu, 2003) transformd o matrice patrata intr-0

matrice de strat / coaja:

[ShM]i,k = Z [M]i,v

vl =k

Clasele de centralizare a varfurilor sunt identice cu cele gasite prin permutarea intrdrilor
din matricea de adjuvant, de exemplu, de catre Mathematica si GAP (Grupuri, Algoritmi si

Programare). Indicele de indexare este in special un descriptor al formei moleculare.
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I1.Contributii personale

Capitolul 11.1

Adaptabilitate moleculara a ligandului

PEI (polietilenimine) lineare si ramificate si spatiul proprietatilor
I1.1.1 Introducere

Un spatiu de proprietati chimice defineste adaptabilitatea unei molecule la conditiile in
schimbare si interactiunea acesteia cu alte sisteme moleculare determindnd un raspuns
farmacologic. Tntr-o serie moleculara congenerica (compusi cu acelasi algoritm de derivatizare si
prin urmare, aceeasi formuld brutd), proprietatile chimice variaza in mod monoton, adicd compusii
congenerici au acelasi spatiu de proprietati chimice. Spatiul de proprietiti chimice este o
componentd cheie in proiectarea moleculara, unde unele blocuri de constructie sunt functionale,
adica derivatizate si eventual auto-asamblate in sisteme mai complexe, cum ar fi sistemele de
enzima-ligand, din care (proprietati fizico-chimice/bioactivitate) pot fi prezise prin studiile QSPR

/ QSAR (relatie cantitativa-proprietate / activitate).

Adaptabilitatea moleculard a unui anumit compus reprezintd procesul de remodelare prin
care compusul adopta o noud conformatie potrivitd cu interactiunea acestuia cu o altd molecula,
proteine, conditii medii. O modalitate de a evalua cantitativ aceasta proprietate intrinseca a unui
compus este calculand indicele de adaptabilitate moleculara. Indexul este raportul dintre varianta
unui descriptor topologic sensibil la schimbarea coordonatelor topologice si atenuarea energiei

compusului.

11.1.2 Metode computationale

PEI sunt explorate computational prin spatiul lor de proprietati chimice. Pentru aceasta
clasa de compusi, grafice bidimensionale si graficele radar sunt potrivite pentru proiectarea
subspatiului relevant pentru receptor si respectiv, pentru analiza diversitatii (Franco et al., 2008;
Shelat et al., 2007, Perlman et al., 1999). Folosind metode statistice in explorarea spatiului
proprietdtilor chimice ale PEI, proprietatile lor fizico-chimice pot fi prezise chiar si in mod

consecutiv derivatizarii si functionalizarii. Cu alte cuvinte, comportamentul fizico-chimic al unei
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clase de compusi, cand se deplaseaza in spatiul sdu chimic, poate fi prezis prin metode
computationale (Mandal et al., 2009). Pentru a prezice In mod corespunzator comportamentul
compusilor derivati, trebuie sa se calculeze proprietatile compusilor de baza (Guru et al., 2015).
Pentru a studia PEI, spatiul lor de proprietati chimice, adica variatiile de proprietiti consecutive
functionalitatii si derivatizarii, S-au dezvoltat pentru a simula interactiunea PEI cu sisteme

moleculare (adica nano-dispozitive) pentru un set de molecule PEI.

Locul unde s-a efectuat andocarea a fost locul activ al GOx pentru oxidarea glucozei
(Anslyn si Dennis, 2006). Toate valentele GOx, sarcinile au fost corectate, moleculele de apa,

alti liganzi si cofactori au fost indepartati.

Pentru a obtine o masurd cantitativa (exprimata matematic) a diferentei dintre unghiurile
PEI diedere , a fost calculata o ecuatie de gradul 4 bazata pe o linie de tendinta polinomiala cu
perioada 4. Un exemplu de linie de trend polinomial si linearizare a datelor este prezentat in figura

3 (material suplimentar)

Datele, calculate pentru ambele PEIl-uri, includ urmaitoarele variabile: aria moleculara
Connolly, zona accesibilda Connolly (Connolly,1983), greutatea moleculara, ovalitatea, momentul
principal inertial, refractivitatea moleculara, diametrul topologic si indexul Wiener, log P

(Timmerman et al., 2002; CRC Press 1974).

Pentru a determina lungimea maxima a lantului de PEI legat pe GOx, a fost efectuat un
studiu suplimentar de andocare. Un set de molecule LPEI, de la C2 la C70 (a se vedea Materialul
suplimentar), au fost andocat la situsul activ catalitic al enzimei (a se vedea metoda de andocare
descrisd mai sus). Dupa andocare s-au dezvoltat modele QSAR, energia sterica a complexului

GOx-PEI fiind variabild dependenta.

11.1.3 Rezultate

Pentru a da o masurd cantitativa a asemandrii / disimilaritatii prezentatd o abordare
matematicd a fost utilizatd: o linie de tendinta polinomiala de ordinul 4 a fost calculata pentru
grupurile apartinaind BPEI 04 (C14N8 si C18N10), obtinandu-se astfel polinoame de gradul al

patrulea (un total de 15 ecuatii au fost calculate) precum ecuatiile de mai jos:

C14N8 BPEI 04: y=0.0001x* - 2*10°x® — 30.06x? + 0.661x + 97,401 (1)
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C18N8 BPEI 04: y = 0.000x* — 1* 10" 14.96x? + 0.622x+48,499 (2

Apoi, radacinile ecuatiilor au fost calculate. Ele constau din numere reale si imaginare (vezi
tabelul 1, pentru ecuatia prezentatd). Calculul radacinilor a fost realizat utilizind motorul

computational online Wolfram alpha.

Tabelul 1.Radacini pentru ecuatiile de gradul 4: (3), (3)

Ecuatie Rédacina 1 Radacina 2 Radacina 3 Rédacina 4
3.C14 -545.181 -57.254 57.275 545.361
3.C18 20.376 50.003 -11.684-18.421i -11.684+18.421i

Pentru a reprezenta 1n detaliu spatiul proprietatilor chimice, 10 descriptori moleculari au
fost calculati pentru PEI si rezultatele au fost imbinate intr-o forma bi dimensionala, iar o

suprafatd asemanatoare cu graficul radial a fost reprezentata

Fiecare proprietate a fost reprezentata de graficului radial. Suprafetele LPEIO1 si BPEI 02
nu sunt vizibile fiind acoperite de suprafetele BPEI 03 si BPEI 04 din seria PEI liberda C14N8.

Exista diferente clare in spatiul de proprietiti chimice al PEIL inainte si dupa andocare.
Compararea a doud molecule este echivalenta cu formarea unui cluster complex (care corespunde
interactiunilor lor virtuale). Conform teoriei retelei, odatd formata complexitatea unui grup intre
doua structuri PEI, aceasta este direct proportionala cu disimilaritatea lor (adica, cu cat moleculele

sunt mai "diferite”, cu atat sunt mai complexe rezultatele clusterului.

Comparatia dintre energia de andocare (energia totald stericad) si energia dupd andocare a

LPEI si BPEI cu numar apropiat de atomi de carbon este reprezentata in figura de mai jos.
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Energia sterica totald GOx-L/B PEI

Enegie -80 1
kcal/mol _100 -

-120 +

-140 —

-160

-180

Linear/Ramificat PEI

Energia sterica a complexului GOx-L / B PEI: (de la stanga la dreapta) 1 si 6 L PEI C14 si C18 (in rosu); 2 pana la 4
si 7 pand la 9 reprezintd izomerii ramificati B PEI corespunzitori (in galben). Izomerul LPEI C16 este reprezentat in

verde.

11.1.4 Concluzii

LPEl-urile 151 modificd geometria mai usor in comparatie cu BPEI-urile, ceea ce Inseamna
ca LPEI-urile sunt mai adaptabile la un anumit loc de legare. LPEI-urile sunt adaptabile la locul
de amplasare si spatiul proprietatilor chimice - stabile. Din perspectiva intervalului de variatie,
setul PEl C18N10 este mai favorabil in comparatie cu C14N8 PEI Daca se doreste construirea un
dispozitiv nano folosind PEI si avand GOx ca component, atunci LPEI sunt preferate, cel putin in
dispozitivele de prima generatie (in care LPEI este andocat la GOx). Daca este necesara
functionalizarea suplimentara, atunci CI8N10 PEI trebuie sa fie ales in detrimentul C14N8. Cand
se vorbeste despre proprietdtile termoresponsive, care sunt corelate cu momentul principal al
inertiei, LPEI ar trebui alese preferential la BPEL. Momentul principal este legat de temperatura si
astfel de stabilitatea termica in complexul GOX-PEI [31]. Dimensiunea optima a PEI trebuie sa fie
in jurul valorii de CI8N10, care este la mijlocul lungimii lantului PEIL, dupd cum sugereaza
modelul QSAR dezvoltat in acest studiu, pentru a obtine dovezi ale unei anumite "saturatii" a GOx
prin PEI si invers, atunci cand marimea moleculei PEI creste. Cele PEI ramificate au o influenta

energetica relativ mica a legarii GOx in comparatie cu PEI liniar (Lungu et al., 2016).
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In concluzie, un compus linear neramificat are o adaptabilitate moleculard mai buna decat
un compus ramificat cu aceeasi formuld moleculara. Acest lucru se realizeaza in principal din
cauza factorilor sterici care apar in urma ramificérii (de exemplu derivatizarea). Din punct de
vedere al recunoasterii moleculare, un compus liniar isi pliaza mai usor structura, de exemplu, Tntr-
un “buzunar” sau intr-un grup functional. In designul molecular, pentru ca un compus sa aiba
grade nesfarsite de libertate pentru un anumit spatiu chimic, inseamna o pierdere in specificitatea

lui. Spatiul de bioactivitate are un domeniu rigid.

Un compus liniar se poate deplasa prin intregul spatiu de bioactivitate, cu consecinta
pierderii specificitatii pentru o anumita tintd biologica. Pentru a restrange aceastd adaptabilitate
moleculara neingradita, un compus (ligand) trebuie sa fie ramificat astfel incat numai o regiune
specificd a spatiului chimic, care corespunde spatiului de bioactivitate, sa poatd fi explorata de
compus. Astfel, compusul poate avea numai conformatii distincte care ajung la zone distincte ale
spatiului de bioactivitate. Aceste "limitari" maresc specificitatea compusului pentru o anumita tinta
(receptor). In sfarsit, din punct de vedere al ligandului (oaspetii), fiecare compus are nevoie de o

anumita adaptabilitate la receptor, astfel incat recunoasterea moleculara sa aiba loc.

Capitolul 11.2
Adaptabilitatea moleculara a receptorului

Adaptabilitatea moleculara a flavin adenin dinucleotidul (FAD) in rindul aminoacizilor
adiacenti si rolul siau catalitic in GOx (gluco oxidazi)

11.2.1 Introducere

Formarea unui complex intre un receptor si un ligand este evenimentul critic in orice cale
biologica. Intr-o astfel de interactiune, ligandul si receptorul (de exemplu enzima, proteina) se
modeleaza reciproc pentru a obtine o conformatie optima, capabila sa indeplineasca functii
biologice. Cu exceptia proteinelor functionale inerte, cum ar fi cele gasite in tesutul conjunctiv,
proteinele functional active, pentru a-si indeplini functia, trebuie sa existe intr-un complex cu o
moleculd micd numitd ligand, indiferent daca ligandul este exogen, endogen sau un cofactor.

Cofactorii sunt o categorie unica de liganzi endogeni, datorita legaturii lor permanente necovalente
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cu enzima (receptorul). In mod normal, un ligand formeaza legituri necovalente cu receptorul
pentru o perioada relativ scurta de timp determinata, dupa care complexul este fie metabolizat, fie
ligandul este decuplat de receptor, facand receptorul gata pentru un alt eveniment obligatoriu.
Enzimele, care joaca si rolul unui receptor pentru substratul lor (liganzi), efectueazd modificari
structurale permanente pe substrat (ligand). Kikofr, natura si dinamica acestor procese sunt

modulate de cofactori.

11.2.3 Metode computationale

In studiul sistemelor enzimatice au fost folosite metode computationale- homologia,
dinmica moleculara. Toate sistemele moleculare concepute ,, in silico,, au fost minimizate,

protonate la pH fiziologic, sarcinile si distantele interatomice corectate

11.2.3 Rezultate

Tn modelul de homologie, FAD ia cea mai scazutd energie, mai favorabild, datorita
de energie GOx, asa cum este reprezentat in intervalele de pH si de temperaturd, sugereazd o
variatie a pH-ului, independentd de temperaturd. Aceasta inseamnd ca o scddere a energiel
potentiale de aproximativ 0,08305 kcal / mol (vezi potentialul = -16691,6689 kcal / mol, energia
potentiala medie care trebuie modificatda -16691,7519kcal / mol) va pastra activitatea GOx la pH
7 si la 50°C. Energia totala FAD, in principal energia sterica, creste cu temperatura. Cele doud
variante de caldurd de formare pot reprezenta, intdmplator, stari de tranzitie (Solomons si Fryhle,
Wiley, 2004) ale FAD. Cu toate acestea, acest rezultat computational poate reprezenta pur si
simplu o defectiune a cdmpului de forta utilizat. Factorul B (sau factorul de temperaturd) sugereaza
cd GOx are cea mai mare flexibilitate la starea de eutermie. La starea de hipertermie, este de
asteptat o mobilitate atomica acerbd, in functie de scaderea valorilor B, probabil producand o
scadere a activitatii enzimei. Cu alte cuvinte, datorita "imobilitatii" proteinelor, contactele dintre
FAD si reteaua de aminoacizi tind sa creasca, rezultand o crestere a energiei totale si sterice a
sistemului FAD-Aa. Energia aminoacizilor nu corespunde energiei lor optime, astfel ca FAD va
avea o conformatie nefavorabild pentru catalizarea oxidarii beta-D-glucozelor. Mutatia in
aminoacizii legati la buzunar poate modifica comportamentul FAD la variatiunile externe. FAD,

dupd mutatia internd a aminoacizilor, reactioneazd mai mult la schimbarile interioare, fara a
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"vedea" intreaga retea. In figura de mai jos se ilustreaza modul in care FAD este in contact cu

aminoacizii. Diagrama prezinta FAD inconjurata de aminoacizi, in prezenta moleculelor de apa.

FAD - aminoacid ,, meshing ": 1GPE, 2WDW, 4YNT, prin hidrofobicitate (coloana din stdnga) si prin interactiuni

electrostatice (coloana din dreapta). FAD este reprezentat cu grupul de flavin orientat aproximativ in acelasi mod.
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11.2.4 Concluzii

FAD joaca un rol semnificativ in modularea flavoproteinelor (adica enzimele avand FAD
ca cofactor), determinand tipul de substrat si tipul de reactie. FAD poate lua diferite conformatii;
cu alte cuvinte, are o structurd "adaptabild" la aminoacidul "meshing", oferindu-si astfel
"raspunsul" propriu, prin geometriile conformationale si energetice diferite. Asa cum era de
asteptat, conditiile exterioare pot produce schimbari in geometria FAD prin interactiunea cu
retelele de aminoacizi interiori (la locul de legare) si exteriori (toti ceilalti aminoacizi).
Optimizarea retelei de aminoacizi poate masca sau face mai "vizibila" (pentru FAD) o parte a
retelei interioare sau exterioare. Augmentarea acestor doua retele de aminoacizi permite schimbari
in adaptabilitatea FAD si consecutiv in comportamentul enzimelor, in termeni de stabilitate,

specificitate substrat si performanta.

Capitolul 11.3
Prezicerea potentei

Potenta si predictia situsului de legare a teixobactinei si a altor liganzi ai Lipidului 11 prin
scorurile de baza statistice ale hartilor spatiale conformationale.

11.3.1 Introducere

Asa cum s-a discutat anterior, un buzunar de legare a receptorului poate fi ocupat de un
ligand 1n diferite conformatii plauzibile, dintre care doar putini sunt legati energetic de o activitate
biologica in domeniul eficientei fiziologice. Locul receptorului si eficienta acestei interactiuni pot
fi prezise. Aici este propusa o metodologie de predictie bazata pe statistici. Pentru a valida aceasta
metodologie, a fost studiata o serie de inhibitori ai Lipidului II. Aceasta clasa de compusi a fost
aleasa din cauza interesului recent pentru inhibitorii Lipidului II. Dintre acesti compusi, moleculele
de teixobactin, care inhiba sinteza peretelui bacterian prin interactiunea cu Lipidului I1, sunt cele
mai studiate. O metodologie noud, bazata pe evaluarea statistica a hartilor conformationale, pe
gruparea dinamica moleculard si analiza principald a componentelor (PCA), este utilizatd pentru

atingerea acestui obiectiv. Metodologia utilizata este exemplificata intr-un singur caz.
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Lipidul 11, un peptidoglican, este un precursor al sintezei celulelor bacteriene si are
proprietati atat hidrofile, cat si lipofile. Molecula transloca o membrana bacteriand pentru a livra
si Tncorpora "blocuri de constructie" din pentapeptida dizaharidica in peretele de peptidoglican.
Lipidul II este o tintd antibiotica valida (Wright, 2015), desi are o exprimare relativ modestd in
celula bacteriana, mai putin de 2000 de molecule pe bacterii (Heijenoort et al., 1992). Molecula
trebuie sa fie inclinatd in afara membranei citoplasmatice pentru a incorpora o unitate de peptida
dizaharidicd in peptidoglican, fiind astfel relativ accesibila unei molecule exterioare (adica,
antibiotic). Lipidul Il este sintetizat ca o molecula functionala si esentiala chiar si in organismele
fara perete celular (Henrichfreise et al., 2009) (cum ar fi Chlamydia, Mycoplasma, Wolbachia,
etc.). Compusii antimicrobieni, care actioneaza cu ajutorul Lipidului IT si sunt selectati in acest
studiu, includ: Dalbavalin, Oritravicin, Telvanicin, Teicoplamin, Teixobactin (Wright, 2015),
Telvanicinand si Vancomicina. Alti compusi sunt cunoscuti in aceastd privintd: Ramoplanina
(Heijenoort, 2007), unele peptide ca Nisin (De Gruijff et al., 2008), Copsin sau alfa defensin HNP-
3 umana (Ganz et al., 1985).

11.3.2 Metode computationale

Pentru a studia computational complexul dintre Lipidul II si liganzi, a fost efectuat mai
ntai un studiu de andocare. Portul de andocare a fost preluat din literatura (Hart et al., 2016). Ca
centru al cavitatii de andocare a fost ales atomul C6 cu coordonate carteziene x -13.353, y -13.886
si z1.712 (D-ala-D-ala motiv). Raza a fost setatd la 15 A. Dupid andocare, au fost luate Tn
considerare 5 conformatii cu ligand si 5 complexe consecutive pentru fiecare moleculd, notata de

la 00 pana la 04.

Asa cum s-a procedat in cazul Lipidului II, a fost efectuatd o analiza statistica a populatiei de pixeli.
O metoda de notare a fost introdusa pentru a evalua potenta ligandului in ceea ce priveste efectul
antibacterian. Metoda este compusa din 3 reguli/criterii de evaluare: (i)Evaluarea complexului
receptor-ligand in functie de "sansele" receptorului de a lega ligandul. Acest criteriu se refera la
studiul de conformatie a Lipidului II. (i1) Evaluarea complexului receptor ligand in termeni de
eficientd de legare a ligandului. Aceasta regula exploreaza densitatea clusterelor pe baza studiului
dinamic molecular. (iii) Evaluarea complexului care caracterizeaza ligandul prin PCA. Moleculele
sunt aranjate folosind aceste criterii. Datele rezultate au fost comparate cu cele din literatura de

specialitate.
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11.3.3 Rezultate

Conformatiile obtinute pentru Dalbavacin sunt prezentate in figura de mai jos. In fiecare
imagine ligandul este reprezentat ca un “spacefilling” colorat in verde. Lipidul 11 este reprezentat
in gri. Pentru situl de legare au fost selectate cinci conformatii energetic fezabile. Pentru fiecare

A .

dintre aceste conformatii, Lipidul II se "roteste" in interiorul ligandului in fiecare caz.

Complexul Dalbavacin (conformatii, de la stdnga la dreapta) 00,01,02,03,04.

Deviatia standard scazuta in ceea ce priveste analiza conformationala a Lipidului Il este
corelata cu o "populatie" favorabila din punct de vedere energetic a conformatiilor a Lipidului I1.
Datele noastre arata ca Lipidul II are o populatie de conformatii energetice mai favorabile in
andocarea cu Teixoplamind (in conformatie (structura) 01, cu cel mai mare scor al eficientei (15
puncte)) comparativ cu Vancomicina (din care structura cea mai favorabila 02 are cel mai mic

scor din seria de liganzi (3 puncte)).

11.3.4Concluzii

Rezultatele obtinute prin aceastd metodd computationala sunt in concordanta cu datele
experimentale publicate in literatura de specialitate, de exemplu, teixobactinul este raportat a fi
puternic in vitro Tmpotriva tuturor bacteriilor gram pozitive testate si eficient in vivo la soarecii
infectati cu S. aureus cu rezistenta la methicilind. Necesarul pentru a obtine o rata de Supravietuire
de 50% Tmpotriva MRSA a fost de numai 10% din doza de Vancomicina (Ling et al., 2015), PD50,
un antibiotic tipic utilizat pentru MRSA. Astfel, raportul Teixobactin: Vancomicina, 1: 5 observat
experimental este regasit Tn acest studiu (Teixobactin este de 5 ori mai puternic decat Vancomicina

15: 3).
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Capitolul 11.4
Predictie si reprezentare a suprafetei biologice

Modelarea liganzilor in andocarea rigida a inhibitorilor MraY. Discriminantul polinomial
si operatorul Laplacian ca si predictori ai bioactivitatii

11.4.1 Introducere

Interactiunea unei molecule mici (ligand) cu o structura proteica, adica receptor, reprezinta
fundamentul mecanismului de actiune al medicamentului pentru marea majoritate a substantelor
bioactive. Ligandul si receptorul isi adapteaza geometria si energia, In cadrul acestei interactiuni,
n beneficiul complexului receptor-ligand. Tntr-un mod de andocare inductie, structura ligandului
este cea mai susceptibild la schimbari in topologie si energie, comparativ cu receptorul. Aceste
modificari pot fi descrise prin hipersuprafete multiple, in termeni de operator polifunctional
discriminant si operator Laplacian. Astfel de suprafete topologice au fost reprezentate pentru
fiecare inhibitor MraY (fosfo-MurNAc-pentapeptida translocazd), studiat inainte si dupa
andocarea cu MraY. Energiile de legare ale tuturor liganzilor au fost calculate prin aceasta
procedurad. Pentru fiecare ligand, discriminantul Laplacian si polinomial au fost corelati cu
concentratiile minim inhibitorii (MIC) extrase din literaturd. A fost Inregistratd o corelatie

puternicd intre toate acestea.

11.4.2 Metode computationale

Au fost studiate structurile a 5 membri ai clasei inhibitorilor reprezentativi ai MraY:

Caprazamicin A, Liposidomicin B, Muraimicin CI, Mureidomicin A, Tunicamicina .

Coordonatele topologice pentru toti liganzii si obiectivele lor farmacologice MraY au fost
reprezentate folosind parcele de imprastiere. Tendinta pentru fiecare coordonata a fost exprimata
ca o ecuatie logaritmica de trend. Reunirea ecuatiilor logaritmice a fost reprezentatd ca o functie
log (i) integrata. Procedura a fost aplicata tuturor moleculelor studiate. De exemplu, pentru

Caprazamicin A, ecuatia logaritmica de generare a suprafetei are forma:
Y =[(0.9741In (x) -4.0486Ux0.1524In (x) -0.6333U-3.588In (x) 14.913) dx.

Folosind ecuatia de mai sus, au fost generate grafice 3D pentru toate cele cinci structuri.
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11.4.3 Rezultate

Procedura de andocare a fost efectuata cu succes. Receptorul (MraY) a fost considerat fix
si liganzii au fost considerati mobili. Pentru fiecare ligand, cele mai bune pozitii de conformatie
au fost retinute. Toti liganzii se fixeaza la locul de legare desemnat. In figura 2c, cele mai bune
pozitii pentru compusii studiati sunt colorate in verde, in buzunarul de legare MraY. Se observa
cd niciun compus nu este legat la un altul. Pentru testarea capacitatii de andocare pentru a prezice
conformatia corecta (adica bioactiva), re-docking-ul lui Muraimicin D pe MraY s-a dovedit a fi de

Succes.

Ecuatii logaritmice pentru liganzi liberi si legati.

Molecule

Coordonata X

Coordonata Z

Coordonata Y

Caprazamicin A
Liposidomicin B
Muraimicin CI
Mureidomicin A
Tunicamicin |
MraY

Y= 0.9741In(x)-4.0486
Y= 0.2486In(x)-4.9995
Y=0.3637In(x)+8.2632
Y=2.3747In(x)-7.7925
Y=-1.382In(x)-1.382

Y=-0.991In(x)+34.353

Y=0.1524In(x)-0.6333
Y=-2.49In(x)+8.0632
Y=-2.35In(x)+9.3795
Y=1.7282In(x)-5.4429
Y=1.219In(x)+3.022
Y=3.639In(x)-12.969

Y=-3.588In(x)+14.913
y=-2.371In(x)+6.8077
Y=-0.105In(x)+0.4055
Y=-0.13In(x)+0.4852
Y=-1.325In(x)+1.95
Y=-6.486In(x)+56.661

Molecule dupa andocare

Coordonata X

Coordonata Z

Coordonata Y

Caprazamicin A
Liposidomicin B
Muraimicin CI
Mureidomicin A
Tunicamicin |
MraY

Y=1.1474In(x)+2.1222
Y=0.6125In(x)+8.986
Y=1.9153In(x)+2.4093
Y=0.9779In(x)+6.4303
Y=0.6101In(x)+10.26
Y=-0.991In(x)+34.353

Y=2.2825In(x)+7.4555
Y=1.8278In(x)+9.8712
Y= -0.492In(x)+22.764
Y=-0.93In(x)+19.552
Y=1.5282In(x)+14.268
Y=3.639In(x)-12.969

y=1.4935In(x)+4.3625
Y=0.1306In(x)+9.6344
Y=0.1996In(x)+7.3225
Y=0.6179In(x)+7.1176
Y=0.851In(x)+6.0062

Y=-6.486In(x)+56.661
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Colectii topologice, dupa andocare, reprezentate in ordine, forma de la stdnga la dreapta: Caprazamicin A,

Liposidomicin B, Muraimicin CI, Mureidomicin A, Tunicamicia I si MraY.

Spatiile topologice ale liganzilor, in ligandul liber (de ex., minimizat din punct de vedere
energetic) si stationate (intr-un complex cu MraY), sunt, asadar, spatii euclidice Hausdorff,
descrise ca varietati topologice. Coordonatele carteziene si spatiile topologice ulterioare sunt
modelate de fortele intramoleculare si intermoleculare. Aceste forte, in functie de tipul de
interactiune, sunt: (i) fortele electrostatice, datorate incarcaturilor rezidente in materie; (ii) fortele
electrodinamice; (iii) interactiunile van der Waals cu cea mai mare raspandire; (iv) fortele sterice,
cauzate de entropie, manifestate, de exemplu, in procesele de solvatare (in special in deplasarea

moleculelor de apa din locul de legare); (V) legaturi de hidrogen; (Vi) interactiuni hidrofobe etc.

11.4.4. Concluzii

Suprafata topologicd a ligandului, dupd andocare, este modelatd de cdtre receptor.
Suprafata topologica a ligandului este o manifestare bidimensionald, modelata de fortele intra si
intermoleculare implicate in andocare. Operatorul Laplacian si discriminantul polinomial al
ecuatiei carteziane de gradul al doilea (X, y, z -trends) pot fi utilizati pentru a caracteriza distinct
suprafetele topologice ale fiecarui ligand. Ecuatia de coordonate carteziene este in corelatie
puternica cu afinitatea de legare (calculata in silico) si MIC. Acesti operatori, calculati pentru un
distribuitor topologic de doud grade al ligandului andocat, pot fi utilizati in predictia bioactivitatii

pe o cale care implica complexul ligand-receptor (Lungu et al., 2017).
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Capitolul 11. 5

Plierea proteinelor si interactiuni

Plierea alfa 1 antitripsinei si interactiunea cu nanomaterialele
11.5.1 Introducere

Proteinele isi pot desfasura actiunea numai atunci cand structura lor tertiara si cuaternara
este intactd. In aceasta stare, anumite regiuni ale proteinei localizate la locul de legare pot si se
orienteze si sd permita realizarea procesului de recunoastere moleculard si formarea completad a
complexului ligand-receptor. In conditii nefiziologice, cum ar fi: temperatura corporali ridicata
sau scazuta, presiune osmotica maritd sau scazutd, radiatii, reactivi chimici, proteinele sunt
denaturate (Kang et al., 2000). Desfasurarea este un proces reversibil atunci cand regiunile active
ale proteinei (adica receptorul) se desfisoari si permit dezlipirea ligandului. In starea “dezvelita”,

energia proteica si entropia sunt ridicate. In starea nativa pliata, energia si entropia sunt scazute.
11.5.2 Metode computationale

Proteina 1ATU cu o greutate moleculara de 41,97 kDa a fost aleasd sa fie studiata.
Interactiunea cu proteine a fost studiatd comparativ cu un monostrat de polimer PAMAM.
PAMAM-urile luate in studiu au fost C22H48N1004 (G0), C62H128N26012 (G1),
C110H192N26044 (G1.5), C142H288N58028 (G2), C302H512N122060 (G3) si o serie de mai
multi dendrimeri de generatie zero, cu nucleu aromatic: C16H28N204, C20H36N204,
C22H40N204, C24H45N306, C28H52N204. Au fost construite un numar total de 10 sisteme de
proteine PAMAM. Structurile au fost optimizate pentru starea intravasculara normala: NaCl
0,15M, 310.15K temperaturd, o constanta dielectrica de 78 a fost aleasa in ceea ce priveste datele

publicate.

S-a studiat suprafata de agregare a proteinei. Agregarea de suprafata a fost studiatd pe toate
proteinele, sirurile rezultate plus cele ,, native*‘,cu structura 1ATU si pe ,, liber PAMAM
rezultat, ,, string“-ul de proteine. Astfel pot fi descrise si comparate proprietatile de interactiune
biologica si topologia lor (in termeni de reactii biochimice, agregare). Procesul global de agregare

a fost de asemenea caracterizat prin calcularea potentialului Zeta pentru un domeniu de
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temperatura de la 273K la 320K si un domeniu de pH de la 7,4 la 7,8. Campul de forta folosit
pentru a calcula suprafetele de agregare a fost OPLS3.

11.5.3 Rezultate

Coordonatele carteziene topologice ale sirului proteic au prezentat modele distincte pentru
fiecare sir de sistem proteic-polimer corespunzator. Au fost distinse doua tipuri majore de modele:
un model corespunzator proteinei libere cu structura tertiara intactd si un al doilea model inchis la
dendrimer de generatia 1. Fard intersectia coordonatelor carteziene la capatul terminalului,
ultimele 500 de puncte topologice se coreleaza cu o ratda mai mica de interactiune cu stratul de

polimer (au acelasi model ca sirul proteic liber si proteina libera cu structura tertiara).

Sirul 1ATU si PAMAM GO coordonate topologice

) 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 =2

-100

Atomi

A

Structura LATU 3D "nativa", "liberd" si respectiv G1.5. Suprafata de agregare a fost calculata in rosu; sunt reprezentati
toti Aa care pot contribui potential la un proces de agregare. In verde este reprezentat Aa cu cea mai mare sansi de a

produce o agregare.
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S-a calculat scorul de agregare a sirurilor de proteina (Saunders et al., 2016). Cel mai mic scor are
sirul generat de stratul G1.5. In figura sunt reprezentate comparativ scorul nativ al proteinei, scorul liber al

sirului si scorul G1.5.

Contributia 1 ATU 3D ,, nativa" Amino acizila pH 7.4
300
250
200 | ~ —
. . 100 / r AN . y4 N
Scor contributie 50 1|' 1|\ /!\ / }\ J \V/
agregare 0 y
ATEATIS ZR IR &> R & > X N
\‘5«\) \‘5«\) @‘0 @‘0 & R\s ,\‘\Q\ oY QF QQQ <& N N\l QQQ &0 \‘5/0 &
O D" 0 D D QNN N AP AT DO A0 A o
O S R HEN SN SN Il Rl O R SN IR NI
LR SN N 0 S0 A S S SR S i
Amino acizi

Proteina sau acidul nucleic care se pliaza sau se desfasoara este un proces-cheie in biologie.
Denaturarea, procesul in care structura cuaternara este pierdutd, are relevantd in divulgarea
structurii proteice secundare si primare, prezenta in starea nativa a proteinei. Proteinele denaturate
ilustreaza un domeniu larg de proprietati reprezentative din pierderea solubilitatii la agregare. Cand
proteinele sunt "fixate" pe suprafete covalent sau necovalent, apare un fenomen similar denaturarii.
Nu existd nici o indoiald cd una dintre cele mai frecvent observate consecinte a atasarii proteinelor
la suprafata nanomaterialelor de carbon si a unor nanopolimeri, este aparitia modificarilor
conformationale ale structurilor lor, ceea ce poate duce la expunerea noilor epitopi, modificari ale
functionalitatii si aviditatii proteinelor, prin urmare, sd induca un raspuns imun puternic si / sau
toxicitate neintentionatd. Fenomenul interactiunii proteinelor cu suprafata nanomaterialelor este
un proces foarte complicat, nu numai din cauza dinamismului schimbarilor observate, efect similar
cu efectul Vroman, care nu poate ajunge niciodata in stare de echilibru in vivo, ci mai ales din
cauza complexitatii parametrilor sistemului testat, care determind procesele de adsorbtie si, astfel,

se formeaza stratul de compozitie biomoleculara.

Pe scurt, "corona" de proteine este prezentata ca o structura multi-strat diferentiata in partea
primara, compacta a interfetei proteine-nanomateriale. Interactiunea este reprezentata de o parte
"tare" a acestei structuri, formatd din suprafata proteinelor de recunoastere a nanomaterialelor cu
afinitate ridicata la adsorbtia lor si schimbul lent; si o parte dinamica secundara a tipului de

=~

schimbare "moale", scurt format de proteine si legat in mod reversibil la partea "dura”. Un impact
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semnificativ asupra proceselor de creare a coroanei de proteine va avea caracteristicile de suprafata
unice ale nanosistemului si proteine care determina afinitatea de legare la planul interactiunilor

adsorbtiei si protein-proteinei, suprafata proteina a nanomaterialelor, proteina-apa.

Sir al 1ATU si PAMAM GO

(L 500 1000 500 2000 2500 3000 3500 7

Atomi

Pentru fiecare sir de proteine, cele trei functii logaritmice sunt unificate, integrate si
reprezentate pe un grafic 3D. De exemplu, pentru sirul de proteine brute PAMAM G0, urmatoarea

ecuatie a fost utilizata n construirea graficului:
JI(2.372log(x)+71.411 U (0.01076log(x)+28.956 U (2.8141log(x) +29.356)]dx.

Sirurile de proteine rezultate din interactiunea cu dendrimeri arata o topologie distincta.
Reprezentarea obtinutd arata aproximativ aceeasi morfologie (aceeasi curburd, unghi, orientare).
Exista diferente in functie de tipul de dendrimer utilizat. Atunci cand proteina este denaturata n
mod computational fard graful stratului dendrimer, rezulta o ,,indoire” opusa comparativ cu
sistemul proteic dendrimer. Rezultatul grafic prin plasarea coordonatelor functiei logaritmice
integrate pentru 1ATU 3D, fara a fi denaturat, prezinta o forma relativ plana cu unele regiuni mici

pliate, care corespund regiunilor functionale proteice.

11.5.4 Concluzii

Straturile de polimeri au un efect cuantificabil asupra proteinelor si favorizeaza reactii
diferite. Acest efect este demonstrat de variatia coordonatelor topologice. Variatia proprietatilor
topologice determina variatii ale proprietdtilor biochimice care favorizeaza diferite tipuri de
reactii. Din punctul de vedere al LATU PAMAM GL1.5 are probabil cea mai scazuta interactiune

cu proteinele si efectele toxice. Aceastd proprietate este reflectatd de analiza sirului de proteine -
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numardtoarea clusterului si de analiza biochimica a G1.5 care a ardtat ca nu exista reactii
biochimice potential obligatorii cu proteine. Potentialul Zeta sugereaza o solutie coloidala mai
putin stabild de proteind 1ATU. Analiza sirurilor de proteine demonstreza aici o metoda fezabila
de explorare a interactiunii proteine polimeri. Structura de proteine este influentata de mediul de
imobilizare. Tehnica folosita este adecvata in calcularea interactiunilor proteinei cu medii diferite

(nanostructuri de carbon, dendrimeri).

Prin operarea modificarilor mici in structura proteinei (receptorului), spatiul de
bioactivitate a ligandului poate fi accesat de catre liganzi. Cand intreaga proteind este denaturata,
adica redusa la structura sa primara si secundard, spatiul de bioactivitate nu poate fi abordat. Astfel,

spatiul de bioactivitate poate fi accesat numai de o structurd cu arhitectura tertiara si cuaternara.

Capolul 11.6
Explorarea spatiului bioactivitatii

Proba spatiului de bioactivitate poate fi facutd computational, utilizand metode statistice in
principal QSAR (regresie liniara multipla, regresie partiala minima pdatrata, regresie vectoriala,
regresie retea neuronald) sau prin metode conventionale - experimente: titrare calorimetrica (ITC),

antibiograme in cazul compusilor toxici, etc.

11.6.1 Derivati imidazol piridinici: modele QSAR
11.6.1.1 Introducere

Imidazolul, piridina si dihidroxiacetofenul sunt esente valoroase in chimia
medicamentelor, avand o mare varietate de activitati biologice, cum ar fi activitatile antitumorale,
antimicrobiene, antiinflamatorii, antihipertensive, anti-neuropatice si antihistaminice (Richaud et
al.,2011; Zhang et al., 2014). Desi fiecare schema discutatd manifesta proprietati promitdtoare de
tip medicamentos, in ceea ce priveste farmacocinetica si farmacodinamica, noii compusi dezvoltati
folosind aceste metode nu reusesc sa se transforme in "hit"-uri. Majoritatea nu trec studiile

preclinice, iar celelalte esueaza in studiile clinice de faza I sau I1. Motivele sunt diferite: de la lipsa

.....
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11.6.1.2 Metode experimentale

Substantele hibride imidazol-piridind, fard schelet de dihidroxiacetofenona, s-au obtinut
folosind o procedura de reglare in trei etape descrisa in altd parte (Mantu et al., 2016): N-acilare,
N-alchilare si quaternizarea heterociclilor care contin azot. Substantele derivate imidazol-piridina
hibride cu schelet de dihidroxiacetofenonad s-au obtinut utilizand o procedurd analoaga. Compusii
au fost testati pentru activitate antitumorald si antimicrobiand (impotriva Mycobacterium
tuberculosis). Ecranul antitumoral a utilizat linia de ecran a celulelor NCI60 (Shoemaker, 2006).
Rezultatele de screening au fost evaluate folosind software-ul COMPARE (http://dtp.nci.nih.gov).
Activitatea antimicrobiand impotriva Mycobacterium tuberculosis a fost testatd ca parte a
screening-ului TAACF TB. Activitatea antimicrobiana impotriva Mycobacterium tuberculosis
H37Rv, crescutd in conditii aerobe, a fost evaluatd prin determinarea concentratiei minime
inhibitoare (MIC) a compusilor. MIC-urile au fost determinate prin masurarea cresterii bacteriene
dupa cinci zile, in prezenta rifampicinei ca martor. Pentru compusii potenti, testele au fost repetate
la concentratii initiale mai mici. Analiza se bazeaza pe masurarea cresterii in mediu lichid a unei
tulpini de marker fluorescent de H37Rv, unde citirea facuta fie ca densitatea optica (OD), fie ca
fluorescenta. Utilizarea a doua citiri minimizeaza problemele cauzate de precipitatii compuse sau
auto fluorescenta. A fost stabilita o relatie liniara intre OD si citirile fluorescente care justifica
utilizarea fluorescentei ca masura a cresterii bacteriene. Farmacocinetica acestor compusi a fost
evaluata experimental ca solubilitate a compusilor Intr-un mediu microbiologic. Compusii au fost
preparati ca dilutii seriale de 2 ori in 10 puncte in DMSO si diluate in mediu 7H9-Tw-OADC in
placi cu 96 de godeuri. Cea mai mare concentratie de compusi a fost 200 pM. Pentru compusii cu
o solubilitate limitata, concentratia cea mai mare a fost de 50 de ori mai mica decat concentratia
stocului (de exemplu, 100 pM pentru stocul de DMSO 5 mM, 20 pM pentru 1 mM DMSO).
Turbiditatea a fost masurata utilizand un cititor de microplaci de la Nefeloskan Ascent. Un compus
a fost considerat insolubil daca turbiditatea a fost cu 300% mai mare decat cea a controlului
negativ. Se inregistreaza cea mai scazuta concentratie insolubild. Fiecare placd de compusi de
testat a inclus un control pozitiv (1 mM haloperidol) si un control negativ DMSO (DMSO 2% in
7TH9-Tw-OADC). Fiecare experiment a inclus compusii de control: tartrat de metoprolol,

rifampicina, fenitoind, haloperidol, simvastatind, dietilstilbestrol si tamoxifen.
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11.6.1.3 Metode computationale

Au fost luate in considerare interactiunile liganzilor cu trei tipuri de tintd (receptori):

receptorul 1, dodecamerul Dickerson Drew cu structura sa medie (PDB id 2DAU) si rezolutia

atomica (PDB id 436D) (Tereshko et al., 1999); Receptorul 2, G-quadruplexul (PDB id 2F8U) (

Chen at al., 2006) (dintre cei 10 conformeri furnizati de modelul cristalografic, cel cu cea mai mica

energie a fost ales); Receptorul 3, care este un complex Intre dioxigenaza si sirul ADN (PDB id

3S5A) (Chenggqi si Chuan, 2013).

Descriptorii care evalueaza farmacocinetica si proprietatile asemanatoare medicamentelor

au fost calculati utilizand modulul QuickProp inclus in pachetul software Schrodinger.

11.6.1.4 Rezultate

11.6.1.4.1 Rezultate experimentale

Compusii sintetizati # 1 - # 11, au fost testati impotriva Mycobacterium tuberculosis.

Compusii (tabelul 1) au prezentat activitate anti-tuberculoasa semnificativa. Activitatile au fost

exprimate in 1Cso (concentratie inhibitorie minima) si ICoo (concentratie inhibitoare de 90%).

Componente testate pentru activitatea antituberculoasa

# Formula Formula bruta
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41



6 ﬁvf) C2sH24N507 12 9.2 11

7 ) &F C28H26N603 100 43 69
\

8 ﬁv C22H20C1N,03 >200 >200 >200

9 Q Ca1H17Ns >50 43 >50

10 N\/j/NO: C13H11N704 92 77 100

1 ~Q CisH13Ns 200 >200 >200

Compusul nr. 3 a prezentat cea mai buna activitate impotriva Mycobacterium tuberculosis.

Docking-ul efectuat pe receptorul R1 (structura medie) pentru compusii # 1 - # 11 a aratat
urmatoarele: (1) Reziduul A: 1 tip DC, numarul de atomi grei 16 (atomi grei asteptati 19) (ii)
Reziduul B: 13 tip DC, coordonatele de andocare x: -7,52, z: -10,00, y: 1,25. Pozitia de legare este

reprezentatd in figura 2.
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Diagrama de bare care aratd energia complexa totald (verde inchis) si energia de interactiune externa ligand (verde

deschis), in kcal / mol, a compusilor # 12 - # 14 si a receptorilor R1 la R3.

11.6.1.4.3 Modele QSAR

Folosind un algoritm de selectie a compoentelor si tindnd cont de dimensiunea redusa a
setului de date (11 molecule), au fost selectati 3 descriptori dintr-un set de date de 177 descriptori:
(1) indicele de conectivitate la distanta Balaban; (2) Indicele Balaban cu distanta ponderatd in masa

si (3) indicele de forma al traseului 2-Randi¢.

Modelul obtinut are r* = 0,9656, p = 0,9068, 9> = 0,9656; ecuatia modelului: y =
0.9657MICopservat + 2.2917 (figura 9). O listd a modelelor posibile luate in considerare este

prezentata in tabelul 3.

11.6.1.5 Concluzii

Compusii dezbatuti aici au prezentat o activitate pro-antitumorald si antituberculoasd
promitdtoare, Tn comparatie cu medicamentele aprobate standard utilizate ca martori in testele
noastre experimentale. Moleculele dirivatizate si mai mari au prezentat o afinitate mai mare pentru

tulpinile de ADN comparativ cu structurile mici, neramificate. Compusii cu energii de andocare

43



mai mici ( energia negativa) au prezentat o activitate mai mare in ceea ce priveste ADN-ul. ADME
si proprietdtile computationale asemanatoare medicamentului s-au evidentiat in compusi mai mici,

dar mai putin la cei mai mari, ramificati.

In cele din urma, poate fi explorati interrelatia dintre secventa ADN si secventa peptidica.
O secventa de peptide poate fi construitd computational pornind de la sirurile ADN alese. O astfel
de secventa este construitd in silico folosind nucleotide ADN. Pornind de la nucleotidele ADN,
secventa de aminoacizi poate fi identificatd computational. Inhibitorii peptidelor, codificati prin
secventa ADN, pot fi utili in metodele experimentale si computationale, care urmeaza sa fie

dezvoltate.

11.6.2. Oxabutan benzamidele ca inhibitori ai UDP-3-O-acil-N-acetilglucozamina
deacetilazei: un studiu QSAR

11.6.2.1 Introducere

Deacetilaza UDP-3-O-acil-N-acetilglucozamina (Jackman et al., 1999), UDP, (Uniprot ID
067648) este o enzima care a transformat conversia UDP-3-0- [(3R) -3-hidroximiristoil] -N-
acetilglucosaminei in prezenta apei in UDP-3-0- [ -3-hidroximiristoil] -D-glucozamina si acetat.
UDP este o proteind Zn care participa la biosinteza Lipidului A (Li et al., 2008). Lipidul A este o
componentd a unui endotoxin responsabil pentru toxicitatea bacteriilor gram negative. Lipidul este
0 componenta critica implicatd in debutul rdspunsurilor imune la infectia gram negativa. Este un
stimulent puternic al sistemului imunitar fiind capabil sa activeze monocitele sau marcofagele la
concentratii pg / ml. Inhibarea sintezei lipidului A conduce la o scadere a scarii raspunsului imun,
consecutiv la infectia cu bacterii gram negative. In acest studiu, un model QSAR al inhibitorilor
UDP este calculat pe o serie de 44 de molecule disponibile in comert, cu efect inhibitor potential
asupra UDP determinat experimental. Modelul QSAR a fost utilizat Impreuna cu descriptorii

chimici pentru clasificarea compusilor pe baza scorurilor de similitudine

11.6.2.2 Metode computationale

Modelul QSAR se bazeaza pe date cu titrare calorimetrica (ITC) curate, care asigura
afinitatea de legare exprimata ca si constante de disociere a echilibrului (Kq4, nM). Datele masurate
la 25C si pH -7, au fost extrase din CSARdock, CD (Dunbar et al., 2011). Tn acest sens, s-au

preluat initial 54 de compusi (vezi Materialele suplimentare), iar datele au fost initial curate. in
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acest proces s-au indepartat duplicatele de molecule cu aceeasi structura si aceleasi Kq (cu exceptia
celor cu Kq diferite pentru aceeasi formula chimicad). Dupa acest proces au rezultat 45 de compusi
(vezi Materiale suplimentare). Pe datele disponibile Kg, s-au calculat deviatia standard si eroarea

standard.

Pentru a construi modelul QSAR, a fost utilizata regresia liniard multipla. Un numar de
descriptori chimici au fost utilizati: indicatori pentru atomii H, C, N, O, P, S, masa moleculara
(MW), numarul total de atomi, numarul de atomi grei, numarul de limite de rotatie, numarul de
grupe donoare de hidrogen (HD), numarul de grupe acceptoare hidrogen (HA), numarul de inele,
distanta minima intre doua grupuri donoare de hidrogen, distanta maxima intre doua grupe donoare
de hidrogen, distanta minima intre doud grupuri acceptoare de hidrogen, distanta maxima intre
doua grupuri acceptoare de hidrogen si indicele Wiener, comparativ cu afinitatea de legare
obtinutd computational si experimental ITC, Kg obtinut avand ca obiectiv UDP. In mod
corespunzator, au fost construite doud modele. Modelele au fost validate folosind tehnica LOO
"leave one out". Modelul QSAR a fost utilizat pentru a caracteriza interactiunea cu UDP a primilor
trei compusi de rang inalt, bazatd pe afinitatea de legare calculatd dupd andocare si pe Kqg
experimentald. Pentru cele trei complexe de liganzi UDP, s-au calculat energiile si compusul cel
mai favorabil din punct de vedere energetic a fost ales ca tintd pentru un screening de similitudine
ntr-o baza de date disponibila comercial. Modelul QSAR a fost utilizat pentru a prezice Kq pentru

compusii extrasi din baza de date comerciala.

11.6.2.3 Rezultate

Dupa optimizarea tuturor moleculelor disponibile, s-a obtinut un set de date de 22
structuri, asa cum este prezentat in tabelul 1, impreuna cu Kgq si afinitatea de legare BA calculata.

Moleculele sunt derivati de benzamida si carboxamida.
Modelele QSAR obtinute sunt urmatoarele:

(1) afinitate de legare

BA =-0,0788093 + 0,0986589 * X,

N = 22; Pearson corelatie pitrat (R?) = 0,9819; Eroare standard = 0.2417
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(2) constanta de disociere
Kg =-6.13739 + 1.02618 * X,
N = 22; Pearson de corelare pitrat (R?) = 0,9855; Eroare standard = 0.2393

X este variabila obsevata. Valorile de-a lungul liniei de regresie sunt scorurile post testare

anticipate. Linia de regresie cade in centrul graficului. Este linia de *’best fit’’ pentru grafic.

Datele sunt reprezentate grafic, asa cum se arata in fig.1-3. Detaliile interactiunii ligandului

cu situsul de legare UDP sunt prezentate n fig.4 — 9.

Luind in considerare afinitatea experimentald Kq si afinitatea de legare (obtinuta prin

andocare), au fost alese trei molecule pentru un studiu de similitudine: # 6, 16 si 22.

(€]

y =0.9986x - 0.0052

R?=0.983 .
Afinitatea de 10 -8 -6 -4 - 2
legare 5
kcal/mol

Afini ‘el (and L keat/mol)

Afinitate de legare, andocare vs. datele QSAR prezise.

Energia si lungimea legaturilor de hidrogen

10

u Energy
O o i i I I
,.82883885288 "l

Ligandul # 22; Lungimea legiturii de hidrogen (A) si energia (kcal / mol) si relatia cofactorului Zn cu ligandul,

energia-negru, lungimea —gri.

11.6.2.4 Concluzii

Afinitatea de legare calculata prin andocare si Kg—ul obtinute experimental sunt in stransa

corelatie. Regresia liniara multipla este un instrument valoros In prezicerea afinitatii de legare.
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Oxobutan benzamida in interactiune cu UDP a dat o valoare prezisa buna a Kg¢-ului, sugerand un

rol potential ca inhibitor al UDP.

11.6.3 Famotidina ca inhibitor de urokinaza: un studiu QSAR
11.6.3.1 Introducere

Un studiu QSAR a fost efectuat pe o serie de derivati de naftalen ciclohexan amine cu
determinarea experimentald a constantei de inhibitie a urokinazei (Kj) pentru a identifica un
inhibitor potent de urokinaza umana. Modelul QSAR a fost construit folosind retele neuronale
artificiale (ANN). Modelul a fost utilizat pentru gasirea de compusi cu proprietdti inhibitoare
puternice de urokinaza. Pentru compusul rezultat dupa screenig, modelul ANN a fost folosit pentru
a calcula Ki. Cel mai bun compus dupa K; a fost ales pentru discutie. A fost utilizatd o andocare
indusa de fixare (ligand proteic) si o andocare cu proteina-proteind pentru a se obtine o analiza a
rezultatelor. Un derivat al bazei de izochinolin-diol a avut ca rezultat inhibarea urokinazei si

proprietati asemanatoare medicamentului.

11.6.3.2 Metode computationale

Pentru a dezvolta un model QSAR al inhibitorilor de urokinaza (Vincent, 1990) a fost
aleasd o serie de compusi cu determinarea experimentald a constantei de inhibare (Kj) asupra
urokinazei. Datele au fost prelucrate pentru a avea o valoare distincta a lui K pentru o molecula
unica. De asemenea, structurile 3D au fost minimizate energetic, sarcinile au fost corectate. Mai
mult, trei molecule care contin Br au fost eliminate din setul de date ca urmare a esecului in

calcularea Incarcarilor partiale

Retelele neuronale artificiale (ANN) au fost utilizate pentru a construi modelul pentru
esecul metodei de regresie liniara multipla (MLR) in predictia variabilei tintd (Ki) cu un r? <0,7.
Moleculele din setul de date au fost clasificate pe baza unui scor de similaritate. A fost aleasa
molecula de acoperire in functie de cel mai bun K; si folosind corelarea ANN cu descriptorii si s-
a efectuat screening-ul de similitudine pe o baza de date disponibila comercial. Modelul QSAR a
fost aplicat pe setul de molecule preluate pentru a calcula Ki. Pentru interpretarea rezultatelor a
fost efectuat un studiu comparativ de andocare pe datele ligandului stabilit pe inhibitorii endogeni
de urokinaza API-1 si API-2.
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In primul studiu de andocare, liganzii au fost andocati pe structura cristalografici a
urokinazei cu PDB id 1C5Y. Portul de andocare a fost preluat din literatura si coordonatele sale
precise au fost detectate computational: x 8,84A, y 3,18A, 2 29,94A cu o razi de 15A. Liganzii 9
si 24 au fost andocati pe urokinaza folosind numarul maxim de conformatii stabile de andocare
pentru fiecare ligand. Un al doilea studiu de andocare a proteinei a fost realizat cu urokinaza ca
tinta si API-1 si API-2 ca liganzi. Structurile care compun modelul ANN au fost aranjate pe baza

scorului de similitudine compus pe cel mai bun Kjsi cea mai buna corelatie cu modelul ANN.

11.6.3.3 Rezultate

A rezultat un set de date de 42 compusi moleculari distincti. Datele au fost impartite
utilizand un algoritm randomizat dintr-un set de antrenament (21 de compusi) utilizat pentru a
construi modelul si un set de testare (21 de compusi) utilizat pentru a testa modelul. Variabila tinta
a fost stabilita ca inhibitor constant (Kj). Descriptorii utilizati pentru a construi modelul au fost:
distanta aromaticd minima intre grupurile donoare de hidrogen, numarul de inele, numarul de
atomi de hidrogen, distanta medie dintre doud grupuri acceptoare de hidrogen, indicele Wiener,
numarul de atomi C care sunt hibridizati sp3, sarcinile Andrews, numarul grupurilor de sisteme de
operare, numarul total de atomi. Neuronii, inclusiv sirul de invatare a stratului de iesire folosit, a
fost de 0,3, intervalul initial de greutate a fost de 0,5. Ecuatia modelului este y = 53.4084 +
0.956756 * x. Patratul de corelatie Pearson (r?) este 0.9614 si CC patrat validat (¢°) este 0.960921.
Corelatia dintre K; folosita in formarea modelului si predictia Ki a setului de antrenament este

prezentata in figura 1.

K; observata corelata cu ; prezisa

120000
100000 y = 0.9568x + 53.413

80000 R?= 0.961%

K; 60000

prezisa 40000

20000

0

-20000 €

K; observata

Figura 1. Constanta de inhibare (Ki) introdusa versus predictia modelului ANN.
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Relevanta descriptorilor utilizati in model este urmaitoarea, in ordine descrescatoare:
aromatic, numarul de atomi de carbon h3 hibridizati, sarcini Andrews, numarul de inele, numarul
de atomi de H, distanta minima dintre un grup donor si unul acceptor de hidrogen, indicele Wiener,

numarul OS, distanta medie minima dintre grupurile donoare de hidrogen.

Clasificarea similaritatii cu compusul cu formula moleculara C21H22N503 (K= 0,9) este

prezentata 1n figura de mai jos.

HC—CQ HC—CH NH,

/
C C—N
/ \ / \
HoN

H
/
) HC—CH c—C C—CH NH,
/ \
H

Ligand 9 hexahidro-naftalen metanol.

Adesea, compusii care au fost proiectati prin designe-ul pe baza de structurd a
medicamentelor (in care structura proteinei si a complexului proteind-ligand a fost utilizata pentru

proiectarea unor inhibitori mai buni) sufera de biodisponibilitate slaba si de toxicitate remarcabila.

.....

=n

cele mai multe ori "acasa" in mediul majoritar hidrofob al unui situs activ enzimatic tipic si astfel
au adesea cateva grupuri polare pe ele. Cresterea numarului de grupari polarizate pe ligand va
imbunatati deseori solubilitatea acestuia cu doud ordine de marime sau mai mult. Eficacitatea
ligandului ca inhibitor va fi in mod obisnuit diminuata - un inhibitor cu K de 10 nM ar putea fi
schimbat ntr-unul cu K; = 50 nM - dar acesta este adesea vazut ca un compromis acceptabil.
Cresterea solubilitatii va reduce adesea toxicitatea, deoarece compusul este mai putin probabil sa
se acumuleze ca o masd insolubila. Reducerea toxicitatii unui medicament nu este o sarcina
usoard. Unele molecule recuperate din screening in functie de regula Lipinski de cinci au

proprietati asemanatoare unui medicament # 4 ce este cunoscut ca Famotidina si # 11 ca d-Phe-d-

Phe-d-Nle-d-Arg-NH2. Este o secventa de peptide bine cunoscuta cu efect de agonist opioid kappa.

11.6.3.4 Concluzii

ANN au fost superioare in predictia bioactivitatii in comparatie cu regresia liniard multipla

(MLR). Un model cu r? de 0,9614 a rezultat folosind o biblioteca de 42 de compusi. Modelul ANN
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a fost utilizat cu succes n clasarea similaritatii bibliotecii de date. Modelul ANN a prezis intr-un
domeniu realist faptul ca Kj nu a obtinut nici o eroare si nici o valoare de partinire, toate fiind
prezise in domeniul activitatii lui K;. Interactiunea famotidinei cu urokinaza a fost prezisa cu
succes de valorile Kijcare au sugerat o actiune farmacologica si necesitatea administrarii sale IV in

reactia anafilactoida asociatd urokinazei.

11.6.4 Inhibitorii Ciclin dependent kinazei 2: un studiu de regresie neuronala artificiala
QSAR

11.6.4.1 Introducere

Ciclin dependent kinaza (CDK) joaca un rol major in reglarea dinamicii celulare. Kinazele
sunt prezente in toate eucariotele cunoscute, iar calea lor functionalda de reglementare a fost
conservatd evolutiv, sugerand ca aceasta cale joaca un rol dominant in controlul cresterii celulelor
si Intreruperea ei poate duce la moartea celulelor. Au fost aplicate strategii de simulare a 3D-
QSAR, strategiile de simulare moleculard si dinamicd moleculara (MD) pentru investigarea
interactiunii moleculare Intre liganzii activi si kinaza dependenta de ciclina 2 (CDK2). Un model
QSAR a fost calculat folosind regresia retelei neuronale (ANN), cu o buna capacitate de predictie
in validarea internd si externa. Rezultatele au fost comparate cu prototipul inhibitor al CDK,
Staurosporine. O analizd mixtd care incorporeazd modelul QSAR, andocarea moleculara si
dinamica moleculara a permis definitia farmacoforului de inalta definitie. Datele furnizate de MD

au fost in concordantd cu rezultatele modelului 3D-QSAR.

Activitatea biologica principald a Staurosporinei consta in legarea competitivd a protein
kinazei, impotriva ATP, fiind un model al inhibitorului kinazei ATP competitiv; totusi, ea exprima
o mare afinitate si pentru multe alte CDK-uri. Cu alte cuvinte, lipsa ei de specificitate, a impiedicat
utilizarea Staurosporine in clinici (Chae et al., 2000). In ciuda progresului in descoperirea mai
multor inhibitori de tip CDK2, exista Inca un spatiu chimic disponibil pentru inhibitorii puternici
si selectivi ai CDK2. Dificultdtile constau in atingerea specificitatii izomorfe (Eaton la al., 1995),
care vizeazd celule sau tesuturi specifice si asigurd un grad corect de inhibitie (Elmore, 2007).
Pana in prezent, interactiunea dintre CDK2 si liganzi nu este complet inteleasd si mecanismul

asociat nu este incd explicat. Variatia mare a afinitatilor de legare a acestor compusi cu CDK2 si

50



relatia dintre activitatea biologica si miscarea cu “clapetd” a enzimei, precum si modificarile
conformationale in situsul catalitic al CDK2, au fost investigate folosind o abordare combinata
care include andocarea si dinamica moleculara. Datele de activitate au fost preluate dintr-0 serie
originala de 264 de compusi (Liu et al., 2007), obtinuta prin calorimetrie de titrare izotermica
(Pierce et al., 1999) (ITC) impotriva CDK2. Structurile au fost tratate dupa cum urmeaza: s-au
considerat numai compusii foarte activi, cu Kg <10 000 nM. Izomerii structurali nu au fost luati in
considerare. Urmand aceste etape, au rezultat 26 de compusi finali. Selectia de mai sus a fost facuta
pentru obtinerea unui model bazat pe compusi non-congenerici pentru a extinde spatiul chimic.

Totusi, compusii inactivi nu au fost luati in considerare la construirea modelului.

11.6.4.2 Metode computationale

Un set de date de 26 de molecule cu Kq masurat (nM) pe ciclina dependent kinaza umana
2 a fost utilizat pentru a calcula un model QASR prin metoda regresiei ANN. Variabila tintd a fost
setatd ca Kg (nM). Variabilele dependente au fost dupa cum urmeaza: energie potentiald (kcal /
mol), greutate moleculard (GM), AlogP, aria suprafetei polare (PSA), raza moleculard (MR),
polaritate moleculara, primul index Zagreb (ZI1) (Khalifeh et al., 2009 ), indicele Wiener
(Wienner, 1947), indicele de Xu (Doucet si Panaye 2010), descriptorul topologic Gutman(GTM =
Z12) (Agnes, 2015), excentricicatea (ECC) (Delilers et al., 1999), regula lui cinci a lui Lipinski (

11.6.4.3 Rezultate

Au fost elaborate si analizate 20 de ipoteze. Dupa analizarea alinierii liganzilor activi si a
ipotezelor generate, ipoteza AADRRI19 a fost selectatd. Ipoteza selectatd continea un donor de
atom de hidrogen (D4), doi acceptori ai legaturii de hidrogen (A2 si A3) si doua inele aromatice

(R10s1 R12), figura 1.
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Figura 1. a. Common Pharmacophore pentru liganzi activi. Caracteristicile farmacoforului sunt colorate: donor
albastru H, acceptor H roz, inel aromatic portocaliu; b. Distanta dintre caracteristicile farmacoforului este prezentata

n angstromuri.

11.6.4.4 Concluzii

Pe scurt, a fost utilizata o strategie bazatd pe mai multe tehnici de calcul pentru a explora
procesul de inhibare a structurii de baza pentru o serie de inhibitori CDK2. Atasarea a fost utilizata
pentru a genera moduri ipotetice de legare pentru liganzi. Dinamica moleculard “low” a fost
utilizatd pentru a evalua modul de legare din perspectiva receptorului. Ambele, Staurosporine si
compusul # 9 au un miez lipofilic realizat din inele aromatice coplanare care se incadreaza in
buzunarul de legare. Asa cum sugereazd modelul QSAR, este de o importantd redusd. Ambele,
Staurosporina si # 9 au o regiune externd care se leagd cu aminoacizi marginali care actioneaza ca
un "carlig" in fixarea compusului la locul sau. In plus, acordul satisfacitor intre experiment si
teorie si Intre modelul QSAR si modelul farmacofor (construit independent) a sugerat ca modelul

QSAR are o buna corelatie si putere predictiva.

11.6.5 Inhibitori ai fosfodiesterazei cGMP 3, 5'-ciclic 10A: un studiu QSAR.
11.6.5.1 Introducere

Au fost studiate o serie de compusi cu ICso, determinat experimental (nM) care vizeaza
fosfodiesterazal 0A (PDE10A). Recent, PDE10A a fost propusa ca tintd pentru cancerul de colon.
Un model QSAR a fost construit folosind compusii avand ca variabila tinta efectul lor inhibitor
asupra PDE10A exprimat ca ICso (nM). A fost utilizata o tehnica de corelare multipla pentru a
selecta descriptorii adecvati pentru construirea unui model de regresie. Descriptorii utilizati au fost
descriptorii bazati pe grupuri functionale si anumiti descriptori de centralizare. Modelul de regresie
a fost construit utilizind regresia neurald artificialdi (ANN). A fost construit un model cu r? =

0,9769 si o deviatie standard de eroare de 0,41.

11.6.5.2 Metode computationale

Pentru a construi un model de farmacofor, a fost utilizat un set de date de determinare
experimentala a activitatilor inhibitorii asupra compusului PDEI0A (Liu et al., 2007). Compusii

au fost utilizati pentru a genera o ipoteza farmacofora comuna. LigPrep a fost utilizat pentru
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prepararea liganzilor utilizand campul de forta OPLS 2005, pH-ul setat la 7.4. Tn construirea
farmacoforului, compusii care au ICsg de peste 100 nM, s-au considerat inactivi pentru ca ipoteza
sa aiba putere dicriminantd, adicd sd poatd favoriza compusii care actioneazd in mod specific
asupra PDE10A si au efect inhibitor, In contrast cu alti compusi care inhiba toate PDE-urile.
Ipotezele au fost validate folosind o banca de falsi andocatori (Bauer et al., 2013). Cea mai buna
ipoteza a fost aleasa pentru screening-ul inhibitorilor specifici ai PDE10A. Baza de date ZINC a
fost utilizata cu o constrangere MRSD de 0,7; 10 limite rotative si greutate moleculara intre 100-
500 Daltoni. Structurile rezultate au fost reprezentate intr-ul tabel Tmpreuna cu ICsp prognozat

(nM). Scorul vectorului de faza a fost utilizat pentru evaluarea liganzilor (Murugesan et al., 2014).

11.6.5.3 Rezultate

Ipoteza farmacoforului (figura 1) recuperata de catre Prism, selectatd dupa clasarea celor
12 ipoteze rezultate, a fost ARRRH 67. Caracterele farmacofere sunt: Al x -1,40; y2.12; z -2,79;
R7 x-2,79;y 2,37,z -0,68; R8 x 0,55;y -1,33; 2 1,37; R10 x 1,36, y -2,73, 2 3,04; H4 x 1,11, y -

3,19; z 5,80. Liganzii utilizati sunt prezentati in tabelul 1.

Figura 1. Al acceptor de H, H4 verde grup hidrofob, R inel grup aromatic

Procedura de andocare a avut succes. Nici unul dintre compusi nu a fost scos in afara
buzunarului de legare (vezi figura ). O andocare a fost suprapusa pe modelul cristalografic al
PDE10A (PDB id 20UN) in complex cu AMP, care a confirmat fiabilitatea pozitiilor (a se vedea
figura).
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a. PDE10A buzunar de legare care contine AMP (rosu) suprapuse cu TAK-069; b. Toti compusii din buzunarul de

legare PDE10A.

11.6.5.4 Concluzii

Atat modelul QSAR, cat si farmacoforul au aratat rolul major al gruparilor HA in actiunea
biologica a ligandului ca inhibitori selectivi ai PDEI0OA. Modelul QSAR sustine aceastd
presupunere cu o contributie de 2 0,7 a HA (HA, HA-HA-Max, HA-HA-Mean) la model si
corelatia valorilor estimate a modelului fata de valorile experimentale. Descriptorii centralizarii au
explicat restul corelatiei. Farmacoforul a reluat o ipoteza in care grupul HA joacd un rol major.

Studiul de andocare a evidentiat rolul interactiunilor Pi-Pi cu Phe 696.

11.6.6 Explorarea bioactivitatii - spatiul toxicitatii
Un studiu teoretic de toxicitate asupra unor macromolecule biologic “prietenoase”
11.6.6.1 Introducere

Polietilenaimina (PEI) si poliamidoamina (PAMAM) sunt utilizate pe scard larga in
domenii precum biochimia, biotehnologia si nanotehnologia. Aceste molecule, prin administrarea
intravenoasa vin in contact cu sisteme biologice sau cu organisme intregi. Proprietatile ADME ale
acestora, toxicitatea si reactivitatea sunt testate pe scara larga. Astfel de molecule sunt subiecti de

functionalizare si derivatizare.

Toxicitatea si reactivitatea compusilor congenerici pot fi determinate prin metode
computationale, cum ar fi QSAR. Tn acest studiu, modele de toxicitate bazate pe QSAR si
screening-ul virtual al toxicitatii (VHTTS) se aplica pe unii (noi) dendrimeri sintetizati de generatie

zero pentru a evalua toxicitatea acestora. Mai multi dendrimeri "ZAC" de miez de generatie zero,
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sintetizati in laborator, au fost studiati in mod computational pentru evaluarea toxicitatii. Sinteza

chimica a dendrimerilor a fost realizata utilizand trei derivati diferiti de bromometilbenzen ca miez

aromatic si dialcanolamine ca unitdti de ramificare cu lungimea lantului de carbon diferita.

Datorita prezentei gruparilor multiple de hidroxil la periferia dendrimerilor, acesti compusi au

aratat

11.6.6.2 Metode computationale

Dendrimerii ZAC studiati au fost sintetizati chimic conform procedurii din literatura,

descrisa de Fustos et al. 1,4-bis (bromometil) benzen, 1,3,5-tris (bromometil) benzen si 1,3,5-tris

(bromometil) -2,4,6-trimetilbenzen au fost utilizati ca miez aromatic. Derivatizarea a fost efectuata

cu dietanolamina disponibila comercial( DEA) si dipropanolamina preparata

dibutanolamina si dipentanolamina.

OH
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Figura 1. Dendrimeri ZAC sintetizati pentru VHTTS.

pe GO, G1, C16H28N204 s1 C20H36N204.

"ad-hoc",
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11.6.6.3 Rezultate

Proprietatile PAMAM si PEI au fost analizate. Figura 2 ilustreaza spatiul proprietatii
QSAR (Hansch et al., 2004). Formele chimice ale spatiului sunt relativ identice pentru toate

dendrimerii PEI, PAMAM si ZAC.

Proprietati QSAR a PAMAM

Weight g/mol
4000
— G0
— G 1
TPSA A2 G1.5
G2

Log P

Figura 2. Proprietati QSAR ale dendrimerilor PAMAM / PEI si ZAC.

PAMAM si PEI analizate pentru efectul genotoxic si carcinogenic S-au dovedit a nu avea
un astfel de efect. Testul Ames a fost negativ pentru toti compusii (efectuat pe S. typhimurium).
Testul de biodegradabilitate al structurii a ardtat pentru toti compusii o substantd chimica
persistenta din clasa 2 (amind tertiard). Testele pentru C 450 au aratat pentru PAMAM N-
dealchilarea si N-oxidarea. Analiza in vitro a micronucleului a aratat o cale de acceptor de H clasa
1 pentru seria PAMAM. Un model de regresie liniard multipla a fost calculat utilizand PEI si

PAMAM. Farmacoforii calculati sunt aratati in figura 3.

Structurile farmacoforilor de la stdnga la dreapta: PEI / PAMAM si farmacoforul ZAC
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Datele aratd cd dendrimerii ZAC sunt mai putin recomandati decat compusii PAMAM / PEL
Testul de toxicitate efectuat pe GO, G1, C16H28N204 si C20H36N204 nu a aratat toxicitate. Toate
celulele de cultura au fost viabile. Mai mult, s-a observat ca ZAC a aratat si aport intracelular fara a

prezenta nici un efect toxic.

Test de viabilitate celulara pentru ZAC C20H36N204

150.00%

100.00%

50.00% -

% din control

0.00% -
005 0.1 0.5 1 2.5 5 10 50 100 200 300 400

[uM]

Analiza viabilitatii celulare care arati o linie celulard neafectatd de concentratiile crescute de C20H36N204.

Celule viabile (albastru colorat) in mediu care contine ZAC.

11.6.6.4 Concluzii

PEI si PAMAM nu au reactivitate chimicd in organism si nici proprietati genotoxice si
citotoxice. Toti compusii sunt chimici persistenti din clasa 2 (aminad tertiard) si sunt excretati asa
cum sunt. Testele pentru C 450 au aratat pentru reactiile de N-dealchilare si N-oxidare PAMAM
posibile interactiuni cu medicamentele metabolizate de acelasi citocrom P450. " In vitro " testul
micronucleului computational a ardtat o cale de acceptare a H-receptorului 3 H-clasa 1 pentru seria
PAMAM care exprimd interactiunea sa potentiald cu materialul genetic. Dendrimerii ZAC

sintetizati sunt de 1000 de ori mai puternice decit PAMAM / PEI in ceea ce priveste doza si doza
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zilnica de administrare, asa cum a fost prevazut de modelul QSAR, care a aratat o scadere a dozelor
dendrimerilor ZAC comparativ cu PEI si PAMAM. Spatiul chimic al proprietatilor QSAR ale
modelului si al compusilor ZAC (vezi figura 2) are aceeasi forma si, astfel, prezicerea modelului
este probabil corectd. Mai mult, prin proprietatile topologice calculate ale ambilor farmacofori, s-
a sugerat o usoard suprapunere a farmacoforului de formare (PAMAM / PEI) si a farmacoforului

dendrimerilor ZAC.

11.6.7 Explorarea spatiului de bioactivitate - activitate antimicrobiana
Proteina de legare a penicilinei in mecanismul de rezistenta la Staphilococus aureus
11.6.7.1 Introducere

Din anul 1961 a aparut Staphilococcus aureus rezistent la meticilina (MRSA). Prezenta
legdrii de protein penicilina: proteina 2A (PBP2A) este responsabila pentru rezistenta la antibiotic
a MRSa-ului. In prezent, medicatia de alegere pentru tratamentul infectiilor cu MRSA sunt
Vancomicina, Daptomicina, Ceftarolina si Linezolidul. Chiar si in cazul utilizérii controlate, au
aparut tulpini care prezintd sensibilitate redusd sau rezistentd directd la aceste medicamente
(Stapleton si Taylor, 2002). Oxacilina este o B-lactamina rezistenta la penicilinaza. Deoarece este
rezistentd la enzimele penicilinazei, cum ar fi cea produsa de Staphylococcus aureus, este utilizata
pe scard larga clinic in SUA pentru a trata infecsia cu Staphylococcus aureus rezistent la penicilina
(Lowy, 2003). Cu toate acestea, odatd cu introducerea si utilizarea pe scara larga atat oxacilina si
cat si a meticilinei, tulpinile de Staphylococcus aureus rezistente la antibiotice sunt MRSA /
ORSA( rezistente la meticilina si/ sau oxacilina) si au devenit din ce in ce mai raspandite Tn
intreaga lume. MRSA / ORSA este tratat folosind vancomicina. In acest studiu a fost luat in
considerare ORSA. Sensibilitatea la antibiotice a fost efectuata prin metoda de difuzie a discului

Kirby-Bauer si prin determinarea

11.6.7.2 Metode experimentale

Sensibilitatea la antibiotice a tulpinilor de S. aureus a fost efectuata utilizand metoda de
difuziune a discului Kirby-Bauer. Toate izolatele au fost testate utilizdnd difuzia de disc cu
cefotoxind (Cefotoxin 30pg / disc) si metodele MIC de oxacilind (1pg / disc). Criteriile
interpretative (in pg / ml) pentru Oxacilina MIC conform CLSI au fost: <2 (ug / ml) susceptibile
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la sensibilitate la oxacilina - MSSA,; 2-4 mg / ml intermediar N / AB puncte reversibile; > 4 (ug /

ml) rezistente la oxacilina MRSA.

11.6.7.3 Metode computationale

Complexele de oxacilind cu PBP 1,2a, 3,4 au fost analizate comparativ. Complexele au
fost obtinute prin andocare folosind Autodock. O analizd conformationald a regiunii alosterice a
fost efectuata prin introducerea miscarii regiunii in jurul valorii de 04414 (prin stergerea lui 04104
si 044145). A fost obtinutd o diagrama a energiei conformatiei (Kcal / mol). Recunoasterea
moleculara este tratatd aici precum cantitatea de apa deplasata de ligand (Oxacilin). S-au studiat
situsurile de legare ale tuturor celor patru tipuri de PBP potential gésite in S. aureus. Pentru fiecare
tip de PBP s-au analizat 6 situsuri de legare. Punctele de legare au fost tratate ca cavitati. Fiecare
cavitate a fost populata cu un numar maxim de molecule de apa in ceea ce priveste caracteristicile
fluidului (adica numar / unitate volum / molecula apa a fost respectatd) pentru a imita inundarea
fiecarei cavitati cu apa. Clusterele de apa rezultate au fost analizate in continuare. Un studiu de
dinamica moleculara (MD) a fost realizat pe PBP2a, pentru a explica caracteristicile site-ului
obligatorii. Clusterele au fost minimizate folosind Amber 10 camp de forta, moleculele de apa au
fost considerate rigide, RMS a fost setati la 0.1kcal / mol / A%, MD a fost efectuat dupa protonarea
clusterilor la 320°K, pH 7,4 si o concentratie de sare de 0,0154 M. Aceasta etapa a fost necesara
pentru ca atomii sa se clusteze si sda se orienteze corect fiecare molecula de apa. Tinta de
temperatura pentru MD a fost setatd la 320° K, cu un punct de pornire de 320,15° K, si s-a folosit
acelasi parametru cu aceeasi parametrizare. Ecuatia de miscare utilizata a fost (Noise-Poincare-
Andresen) cu un punct de echilibru echivalent de 250 iteratii si un timp de esantion de 0,5
picosecunde. Moleculele de apa au fost considerate flexibile, iar pasul de timp a fost ales 0,001
NPA cu 57 de pasi. Aceste procedee au fost utilizate pentru a obtine 57 de clustere de apa
corespunzatoare MIC-urilor observate. Teoretic pentru fiecare MIC trebuie sa existe un exponent

in termeni de clustere. In fiecare etapa numarul de clustere difera.

In scopul de a stabili o corespondenti intre MIC si proprietitile clusterului de apa, s-au
normalizat in acest fel pentru obtinerea unei distributii Gauss. A fost calculata o regresie multipla
avand ca variabila tintdi MIC si folosind ca variabile dependente datele derivate de la MD. In
continuare se coreleaza MIC-urile observate experimental cu caracteristicile grupurilor de apa.

Pentru fiecare grupa de cluster de apa au fost calculate urmatoarele proprietati ( in fiecare pas MD
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calculat rezulta mai multe linii de cluster) de energic interna (Kcal / mol), presiune (Pa),
temperatura (K), energie solvatare (Esol kcal / mol), energie libera (Enb kcal / mol), suprafata
polara totald (ASAP), globularitatea, diferenta absoluta a suprafetei (DASA), diferenta absoluta in
zona de sarcind ponderatd (DCASA), (ASA), suprafata accesibila (ASA +), suprafata accesibila
negativa (ASA -), componenta principala 1 a valorilor energetice interne (PCAL (U)), numarul
clusterelor de apa (Clustere (U)), globularitatea moleculard. De asemenea, a fost luatd in
considerare interactiunea dintre variabile. Interactiunile au fost generate ca multiplicare a doua
varibile: Cluster (U) * Cluster (U), Cluster (U) * PCA1 (U), Cluster (U) * U, PCAL (U) * PCA1
(U), P*P, U * U. Pentru a identifica corelatia intre toate variabilele, corelatia multiplda MIC a fost

utilizatd. A fost construit un model de regresie pentru a valida corelatia obtinuta.

11.6.7.3 Rezultate

De la stdnga la dreapta a.b. S.aureus tulpina MIC lui. c. MIC de Oxacilina pentru S. aureus tulpini MIC - concentratiile

minime inhibitoare.

MIC-urile de Oxacilina ale tulpinilor studiate au variat de la (I) 0,38-2 pg / ml pentru 21
tulpini (44,68%) identificate ca MSSA; (1) 2-4 mg / ml pentru 1 estina (2,13%) identificata ca S.
aureus rezistent la meticilina la limita (BL MRSA); (IIT) > 4 pg / ml pentru 25 tulpini (53,2%)%)
identificate ca MRSA.

Rezultatele oxacilinei andocate cu fiecare tip de PBP sunt aratate in figura 4. Se observa
ca PBP2a are cea mai mare cavitate in ceea ce priveste volumul, dar si cel mai adanc site “care nu

este accesibil pentru ligand”.
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Oxacilina in complex cu PBP 1,2a, 3,4 de la stinga la dreapta. Oxacilina este prezentata in verde.

Analiza cavitdtii unei unitati unice (unitatea A a fost aleasd) a fiecarui PBP 1,2a, 3 si
respectiv 4 au prezentat legarea Oxacilinei preferential la nivelul cavitatii 1, care are cel mai mare

volum.

Principalele cavitati pentru PBP S. aureus reprezentate ca grupuri de apa sunt prezentate in

cele ce urmeaza.

Datele de dinamica moleculara au aratat ca sunt puternic corelate cu valorile MIC. Mai

multe analize de regresie liniard au ardtat urmatoarele:

Mai mult, un studiu conformational efectuat pe PBP2a prin mobilizarea buclei responsabile
de rezistenta la Oxacilina, a evidentiat o harta a energiei conformationale,harta impartita in doua
domenii: un domeniu larg avantajos din punct de vedere energetic (albastru) si un domeniu de

energie conformational nefavorabil(rosu).

Proteina de legare a peniclinei in complex cu Oxacilina-imagine de ansamblu(a) si detaliu(b).Harta energetica

conforma a regiunii alosterice a PBP2a(c).
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11.6.7.4 Concluzii

Studiul de dinamica moleculara si regresia liniara multipld explica, folosind un grup de

modele de apd, mecanismul de actiune al Oxacilinei pe S. aureus si, in consecintd, rezistenta

acestuia. Aceste rezultate se coreleazi cu datele experimentale. Modelul calculat a aritat un 12 =

0,91109.

Concluzii generale

Spatiul topologic al bioactivitatii este format in jurul procesului de recunoastere moleculara. Spatiul
de bioactivitate este reglementat prin spatiul ligand si receptorul chimic. Aplicarea virtuald in Intregime a
spatiului de bioactivitate a unui anumit complex bioactiv, inseamna ca ligandul va avea 100% specificitate
si selectivitate pentru receptor. Mai mult decat atat, concluzia complementard este ca situsul activ al
receptorului cavitatii va "reactiona" numai la acest ligand unic specific si nu vor exista alte situsuri de legare
pentru alte molecule pentru ligandul respectiv. Mai departe, in legaturd cu aceste presupuneri ipotetice,
efectul biologic al unui astfel de complex format pe tesutul viu va fi precis localizat, foarte specific si

permanent; tesutul implicat nu va ardta nici o "saturatie" a complexului.

Conceptul recunoasterii moleculare a fost dezvoltat in 1990 din punctul de vedere al ligandului ,,
Zauberkugel "- glontul magic (Heynick, 2009). Aceasta a fost principala paradigma utilizata in proiectarea
si descoperirea moleculelor terapeutice. De-a lungul anilor, acest concept a fost schimbat in "magic metil”
atunci cand s-au dezvoltat abordarile QSAR / QSPR. in ultimele decenii acest concept de modelare a
spatiului de bioactivitate al ligandului a evoluat. Ligandul este acum privit ca un complex care va

interactiona cu tinta lui.

Tn ultimul an s-au facut progrese in proiectarea dispozitivelor moleculare - nano dispozitive care
sunt compuse dintr-o sectiune de recunoastere a tintei (de obicei anticorp specific), un element activ
(enzima, ligand propriu) si un purtator (particuld nano), parti intr-un dispozitiv bio nano activ. Aceste
masini complicate sunt construite in scopul accesarii spatiului de bioactivitate exclusiv din punct de vedere
al ligandului. Contrar rezultatelor asteptate care cresc specificitatea ligandului pentru tinta sa pana la un
anumit prag, rezulta cresterea efectelor adverse. Clonidina este un astfel de exemplu. Molecula este
prototipul agonistului "perfect" pentru agonistul a2 adrenergic (Cristea, Medical Publishing, 2012). Asa
cum este prezentat in capitolele 1 si 2 (contributii originale), atat ligandul, cét si receptorul pot accesa

spatiul de bioactivitate. In esenta, ligandul poate modela cavitatea receptorului si asa cum se arati in cazul
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enzimei FAD, fragmentul de aminoacizi din jurul FAD determina functia complexa. In consecinta, spatiul
total de bioactivitate (absolut) pentru a avea o "bioactivitate" perfecta, trebuie sa fie accesat simultan de
ambele componente(ligand si receptor). In conditii fiziologice reale, spatiul de bioactivitate nu este in
intregime accesibil. Forma bioactivitatii seamana cu un spatiu topologic format atat de ligand cat si de
receptor. Prin urmare, acest spatiu nu este un homeomorf cu spatiul cavititii principale a receptorului (locul
de legare). Este o intersectie a interactiunilor. Asa cum se aratd in capitolul patru, aceastd suprafata
topologica a bioactivitatii poate fi reprezentatd de suprafata topologica generatd folosind coordonatele
carteziene ale liganzilor. Dupd cum se asteaptd ca receptorii de suprafatd sa aiba un efect riguros de
modelare, ei trebuie luati in considerare. Cunoscand topologia bioactivitatii, orice proprietate in legatura cu

aceasta poate fi prezisa.

In capitolul trei, o mica parte a spatiului de bioactivitate, si anume spatiul conformational, este
prezentata ca fiind utilizata in prezicerea potentei unui anumit ligand. Capitolul patru utilizeaza descriptorii
suprafetei de bioactivitate pentru o predictie exactd a bioactivitatii care se coreleazd cu datele

experimentale.

Recent, optimizarea receptorului este luatd in considerare pentru a maximiza accesibilitatea
fie proiectatd pe ligandul insusi. Deci, un ligand de ultima ora trebuie sa acceseze nu doar spatiul de
biactivitate, ci si spatiul receptorului. in mod remarcabil in termeni absoluti, ligandul "perfect" ca

medicament trebuie s aiba capacitatea de a accesa si spatiul de bioactivitate al receptorilor.

Astfel de tehnici experimentale sau computationale de explorare a spatiului de bioactivitate al
receptorilor sunt modelarea omologiei si plierea proteinei asa cum este tratata in capitolul cinci. Dupd cum
s-a demonstrat in capitolul patru, coordonatele carteziene pot fi folosite pentru a localiza coordonatele

bioactivitatii si anume pentru a descrie locatia acesteia.

Pe ambele molecule existd regiuni privilegiate cu coordonate carteziene cunoscute, care sunt
cruciale in accesarea spatiului de bioactivitate. In cazul ligandului, aceste regiuni sunt situate la nivelul
grupurilor de acceptare / donoare de H, regiunile inelului aromatic, regiunile hidrofobe, heteroatomii. La
nivelul receptorului, acel punct este localizat la aminoacizii care se leagd cu ligandul, la motivele de
aminoacizi. Aceste puncte (regiuni) cu pozitie cunoscuta sunt folosite pentru a dezvolta ipoteza cu privire
la o anumitd proprietate a moleculei (ligand, receptor). Aceste ipoteze sunt folosite pentru a construi
farmacoforii (constructii virtuale care sunt probabil instrumente "perfecte” in accesarea spatiului de

bioactivitate). Luand in considerare in ultimul timp reciprocitatea topologiei bioactivitatii, astfel de
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constructii sunt disponibile pentru receptorul insusi, algoritmul de constructie a farmacoforului folosind

forma suprafetei de legare a unui anumit ligand al receptorului este deja implementat.

Topologia bioactivitatii este transpusa in lumea reala prin utilizarea metodologiei QSAR / QSPR
care permite, asa cum se arata in capitolul sase, explorarea rationala a spatiului bioactivitatii topologice si
explica conceptul de baza al QSAR conform caruia molecule similare au bioactivitati similare. Exemple
excelente sunt date de Patany si Brown (Patany, 1996 si Brown, Wiley, 2012) in recenziile privind

bioizosterismul.

Explorarea spatiului de bioactivitate poate fi efectuatd utilizind metode computationale sau
experimentale. Frecvent aceste metode sunt combinate, asa cum se arata in capitolul sase unde toxicitatea

si activitatea antimicrobiana este explorata, pentru imbunatatirea topologiei imaginii bioactivitatii.

Problema fundamentala este de a defini o mica diferenta la nivel molecular - si de a evita paradoxul
SAR acela ca ,, nu toate moleculele similare au activitati similare“(Chen et al., 2013). Paradoxul ar putea
firezolvat prin utilizarea suprafetei topologice (inclusiv ligand si receptor) ca un instrument pentru definirea

recunoasterii moleculare si predictia unei anumite proprietati topologice (topologie bioactivitate).
In cele din urma, se desprind urmatoarele concluzii:

1. Adaptabilitatea ligandului este un pas cheie in recunoasterea moleculara. Adaptabilitatea depinde de

structura ligandului. Liganzii linari sunt favorizati comparativ cu liganzii ramificati.

2. Portiunea de aminoacid are o functie cheie intr-o functie complexa activa. Variatia fragmentului Tn jurul
aceluiasi ligand determind proprietdti enzimatice diferite. Functia GOx este dependentd de temperatura si

de pH.

3. Energia conformationald (a ligandul) este un factor-cheie in prezicerea conformarii obligatorii si a
potentei unui ligand. Dinamica moleculard bazatd pe clustere este un instrument valoros in evaluarea

potentei unei conformatii bazate pe un algoritm de notare.

4. Coordonatele carteziene pot fi utilizate pentru a genera o suprafata topologica a unui complex ligand-

receptor. Discriminantul polinomial si operatorul Laplacian sunt predictori buni ai bioactivitatii.

5. Plierea proteinei are un rol cheie in recunoasterea moleculara. Nanostructurile interactioneazd cu

bioactivitatea enzimelor prin modificarea capacitatii de pliere si consecutiv a fragmentului de aminoacizi.

6. QSAR / QSPR sunt un instrument pretios in proiectarea moleculara.
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7. Regresia liniard multipla este o metodologie relevantd in explorarea spatiului de bioactivitate al

derivatilor de oxobutan benzamida.
8. Retelele neuronale artificiale au prezis cu acuratete bioactivitatea inhibitorilor de urokinaza.

9. Metodele de regresie pot fi utilizate Tn procesul de exploatare a "medicamentului”. Aceste metode

utilizate au ardtat noi compusi cu rol inhibitor potential, CDK2 si PDE10A.

10. Metodele bazate pe activitatea de structura utilizate ca instrumente de predictie, au fost validate prin
rezultatele experimentale in cazul PEI / PAMAM in care, atat metodele computationale cat si cele

experimentale, au aratat ca polimerii nu prezinta toxicitate.

11. Descriptorii moleculari , topologici si energetici, au ajutat la optimizarea proprietdtilor ADN ale

liganzilor “intercalari de ADN”.

12. Simularea dinamica moleculard, combinatd cu studiile de andocare si rezultatele experimentale, a
explicat cu succes mecanismul de rezistentd al S. aureus. Modelul de regresie multiplu utilizat a stabilit o

corelatie intre grupurile de apa de legare a locului si MIC al Oxacilinei.
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