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Introducere

Conform Organizatiei Mondiale a Sanatatii, patologiile oncologice reprezintd la ora
actuald una dintre afectiunile cu cel mai mare impact negativ la nivel global, atat din cauza
diversitatii formelor de cancer cat si datoritad versatilitatii modurilor de instalare a rezistentei
la tratament, fiind astfel un obiectiv prioritar in domeniul descoperirii de medicamente.

Alegerea temei de doctorat a fost justificatd de necesitatea constantd de a descoperi
noi inhibitori antitumorali cu eficienta terapeutica ridicata si toxicitate sistemica redusa.

Importanta temei alese este datd de impactul fiziologic al protein-kinazelor in
semnalizarea si functionarea celulara, aceste enzime fiind implicate in reglarea proceselor
cruciale ce controleaza ciclul celular, proliferarea, supravietuirea tumorala dar si dezvoltarea
mecanismelor de chimiorezistentd. Protein-kinazele au un rol important in dezvoltarea
tumorala, in majoritatea patologiilor oncologice fiind raportate diverse disfunctii cantitative
sau calitative ale acestora.

O tinta terapeutica intens studiatd in prezent este reprezentatd de Pim-1 kinaza, o
protein-kinaza ce fosforileazd o mare varietate de substraturi proteice, implicata atat in
tumorigeneza si metastazare cat si n instalarea chimiorezistentei. Inhibarea acestei enzime
s-a dovedit a fi asociatd cu apoptoza tumorald, scaderea proliferarii celulare si combaterea
rezistentei la chimioterapie in diferite tipuri de cancer.

Obiectivul general al tezei de doctorat este reprezentat de investigarea caracteristicilor
inhibitorilor de protein-kinaze existenti, aprobati sau aflati in studiu, cu scopul de a optimiza
identificarea si dezvoltarea de noi inhibitori potenti si selectivi ai Pim-1 kinazei, cu
aplicabilitate in tratamentul oncologic.

Tn acest scop cercetarea de fati s-a axat pe dezvoltarea unor metode statistice si
chemoinformatice de analiza a datelor puse la dispozitie online de catre Institutul National
pentru Cancer din Statele Unite ale Americii (NCI) despre numerosi compusi cu activitate
antiproliferativa asupra unei colectii de diferite linii celulare canceroase (,,NCI-60 panel”).

Studiul actual isi propune sa gaseasca o intrebuintare datelor furnizate de catre NCI,
deoarece testele in vitro au fost deja efectuate pentru acesti compusi, favorizand evitarea
unor costuri legate de timp, dar si financiare destul de mari.

Dezvoltarea unor metode de determinare a unei corelatii intre caracteristicile fizico-
chimice, profilul antiproliferativ NCI-60 si mecanismul farmacologic de actiune al unui

compus reprezintd un important element de originalitate al tezei. Aceastd metoda permite



identificarea viitoare de noi inhibitori de Pim-1 kinaze, cu schelete moleculare diferite de
cele ale inhibitorilor descrisi pana acum 1in literatura de specialitate.

Pentru indeplinirea obiectivului propus, metodologia cercetarii presupune urmatoarele
etape:

e identificarea unui profil antiproliferativ specific pentru inhibitorii de protein-
kinaze, util pentru diferentierea altor mecanisme antitumorale ale
medicamentelor anticanceroase,

e identificarea unor caracteristici structurale si fizico-chimice specifice
moleculelor cu activitate antiproliferativa crescuta,

e screening-ul virtual al unor compusi cu potential inhibitor asupra Pim-1
kinazei, prin studii de docking molecular,
baza rezultatelor in silico din urma docarilor moleculare,

e identificarea unor compusi cu activitate promitatoare de inhibare a Pim-1
Kinazei Tn urma unui studiu de reorientare terapeutici pe baza metodelor
dezvoltate.

Teza de doctorat este structurata in doud sectiuni, partea teroetica, ce prezinta stadiul
actual al cunoasterii Tn domeniu si partea experimentald, ce prezinta cercetdrile personale
realizate in vederea identificarii unor potentiali inhibitori de Pim-1 kinaza.

Primele trei capitole realizeaza o sistematizare a literaturii, descriind protein-kinazele
si inhibitorii acestora aprobati in tratamentul oncologic, precum si Pim-1 kinaza ca un caz
particular, impreund cu descoperirile recente facute in sensul inhibarii activitatii acesteia.

Partea experimentald incepe in Capitolul 4 cu dezvoltarea unei metode de predictie si
de identificare a profilului antiproliferativ specific inhibitorilor de protein-kinaze pentru
compusii din baza NCI, pe baza unor metode statistice, comparand 18 inhibitori de protein-
kinaze si 80 de medicamente oncologice cu alt mecanism farmacologic cunoscut.

Capitolul 5 descrie explorarea caracteristicilor structurale si fizico-chimice ale
compusilor din baza de date si dezvoltarea unei metode de analiza a structurilor de baza
pentru peste 90000 compusi, cu obtinerea unor informatii despre capacitatea anumitor
structuri chimice de a inhiba proliferarea celulara mai puternic comparativ cu altele.

Capitolul 6 descrie un studiu de docare moleculara pe un set de inhibitori de protein-
kinaze asupra tintei terapeutice alese, Pim-1 kinaza, optimizat pe baza analizei modului de

interpretare de catre algoritmul de docare a interactiunilor dintre compusi si proteind. Metoda



dezvoltata reprezinta un important element de originalitate al tezei prin implementarea unui

.....

e eyt

Ultimul capitol reuneste cele trei metode de analizd dezvoltate, prin reorientarea
terapeutica (drug repurposing) a 22 de medicamente din baza de date DrugBank cu activitate
antiproliferativa asupra liniilor celulare canceroase. Screening-ul virtual s-a finalizat cu
identificarea unor potentiali inhibitori de Pim-1 kinaza, derivati cu nucleu fenotiazinic si
butirofenonic, confirmati de rezultate recente din literatura de specialitate.

Studii ulterioare pot fi realizate pentru explorarea amanuntita a potentialului inhibitor
asupra Pim-1 kinazei al compusilor NSC177380, NSC186946 si NSC185040, prezisi de
metoda dezvoltata ca fiind cei mai promitatori din punctul de vedere unei inhibari in vitro a
enzimei. Compusii NSC35949 si NSC1760, medicamente deja aprobate in tratamentul altor
patologii, au fost de asemenea identificati ca fiind potriviti pentru reorientarea terapeutica
nspre inhibarea Pim-1 kinazei cu efect antitumoral.

Caracterul interdisciplinar al lucrarii de doctorat al cercetarilor efectuate reiese din
utilizarea metodelor statistice pentru identificarea valorilor outlier (extreme) a efectului
antiproliferativ, utilizarea metodelor chemoinformatice pentru caracterizarea structurald a
compusilor studiati, utilizarea cunostintelor din domeniul biochimiei si al biologiei celulare
pentru interpretarea datelor colectate din baza NCI disponibile online si utilizarea metodelor
de screening in silico pentru aprecierea potentialului farmacologic al inhibitorilor studiati si
interpretarea relatiilor structura-actiune relatate in literaturd sau obtinute in urma docarilor
moleculare.

Metodele dezvoltate, aplicabile pentru orice tintd terapeutica implicatd in proliferarea
celulard, pot fi imbunatatite pentru cresterea acuratetei, prin Incorporarea mai multor date
despre compusii pe baza cdrora au fost generate formulele matematice de predictie a
activitatii, ceea ce se poate realiza In studii ulterioare pentru identificarea mai multor

potentiale medicamente anticanceroase.



I. Partea generala

1. Protein-kinazele ca tinte in terapia antitumorala

Cancerul este o boala larg raspandita la nivel global, fiind una dintre primele cauze de
deces din lume, cu un impact socioeconomic crescut [1].

Identificarea perturbarilor biomoleculare oncogenice si dezvoltarea terapiei
anticanceroase personalizate reprezinta un subiect de actualitate din domeniul medical [2],
iar protein-kinazele reprezintd una din cele mai Studiate tinte terapeutice, fiind implicate Tn
reglarea proceselor ce controleaza ciclul celular, proliferarea, supravietuirea tumorala, dar si
dezvoltarea mecanismelor de chemorezistenta [3].

Totalitatea protein-kinazelor codificate la nivelul genomului uman, cunoscuta ca si
kinomul uman, alcatuieste aproximativ 2% din secventele codificate in total la nivel genetic
si cuprinde 518 protein-kinaze, dintre care 478 prezinta secvente genetice similare, clasice
eucariotelor, iar alte 40 sunt considerate protein-kinaze atipice [3], [4]. In functie de natura
substratului proteic fosforilat, enzimele se Timpart in tirozin-kinaze si serin-treonin Kinaze.

Diversi inhibitori de protein-Kinaze aprobati pentru terapia antitumorala si-au dovedit
deja eficienta, avand rezultate mai bune comparativ cu terapia citotoxica clasica, cu o
crestere a supravietuirii in diverse afectiuni maligne [5], [6].

Odata cu aprobarea in 2001 a primului inhibitor ce a tintit specific o protein-kinaza,
imatinib, pentru tratamentul leucemiei mieloide cronice (LMC), a fost deschisa calea
dezvoltarii acestei clase de medicamente, pana la inceputul anului 2021 fiind aprobati peste
70 de inhibitori de protein-kinaze [6].

in prezent, dezvoltarea de inhibitori selectivi si potenti de protein-kinaze a evoluat
semnificativ de la sinteza analogilor de staurosporina (primul inhibitor cercetat) catre
metodele de design rational bazate pe structura ce utilizeazd numeroase tehnici moderne,
precum studiile de docking molecular, cristalografie, spectroscopie cu rezonantd magnetica
nucleard, iar de la aprobarea imatinib in 2001 pana in prezent au fost depuse peste 10000 de
aplicatii pentru brevetarea unor inhibitori de protein-kinaze doar la nivelul Statelor Unite ale
Americii [7].

In functie de interactiunea cu enzima-tinta, inhibitorii de protein-kinaze se pot imparti
in clase, pe baza tipului si pozitiei legirii de macromolecula. Inhibitorii de tip 1, 1*2si II se
leaga buzunarul format de legaturile de hidrogen dintre adenina si regiunea de tip “balama”

a protein-kinazei, n timp ce inhibitorii de tip IIT si IV sunt inhibitori alosterici, iar tipul V



este reprezentat de inhibitori bivalenti, ce se leaga de doua regiuni diferite ale kinazei.

Compusii de tip VI sunt inhibitori ireversibili, legandu-se covalent de enzima [5,6].

2. Pim-1 kinaza ca tinta terapeutica in cancer

Familia de protein-kinaze Pim, denumitd dupa oncogenele cu acelasi nume (engl.
“proviral integration site for Moloney murine leukemia virus’), apartine clasei de
serin/treonin kinaze (STPK) si cuprinde trei forme principale, Pim-1, Pim-2 si Pim-3.
Reprezentantii acestei familii sunt proteine cu implicare majora in proliferarea tumorala,
jucand roluri importante in aparitia diferitor tipuri de cancer [8].

Cele trei oncoproteine fac parte din familia de protein-kinaze dependente de
calciu/calmodulind (engl. Calcium/calmodulin-dependent protein kinase, CAMK), cu
incadrarea enzimatica EC (engl. enzyme classification) 2.7.11.1 [9]. Pozitia Pim-1 kinazei
in raport cu grupul CAMK din kinomul uman este evidentiata in Fig. 2.1, cu ajutorul
platformei online KinMap (http://www.kinhub.org/kinmap/) [10].

Pae | Kingas

2
3

Fig. 2.1 — Clasificarea CAMK kinazelor codificate in kinomul uman. Pozitia Pim-1 kinazei umana este
evidentiata prin markerul galben cu rosu. Ilustrarea clasificarii realizata cu ajutorul platformei online
KinMap http://www.kinhub.org/kinmap/ [10].

Cel mai relevant membru al familiei Pim pentru patologiile tumorale este Pim-1, cu o
importanta ridicata in semnalizarea proceselor oncogenice, fiind de asemenea si cea mai larg
raspandita. Exprimarea aberanta a acestei kinaze a fost raportata ca fiind in stransa legatura
cu numeroase patologii maligne, precum cancerul de prostata, cancerul pancreatic, cancerul
de colon, leucemia cronica limfocitara, limfomul non-Hodgkin, precum si mielomul

multiplu [11].



Oncogena PIM-1 este localizata pe bratul scurt al cromozomului 6 si codifica 313
(izoforma Pim-1S), respectiv 404 aminoacizi (izoforma Pim-1L), secventa fiind impartita
de-a lungul a 6 exoni si 5 introni [12].

Tn mare parte, proteina Pim-1 prezinti o structura tipica de protein-kinaza, cu domeniul
kinazic alcatuit din doi lobi, N-terminal si C-terminal, separat de o regiune “balama” (engl.
hinge). Pim-1 poseda o caracteristica structurala ce diferentieaza aceastda proteind de alte
protein-kinaze printr-o arhitectura diferitd a regiunii “balama” ce uneste cei doi lobi si
influenteaza legarea ATP, ceea ce permite obtinerea unor inhibitori de Pim-1 kinaza cu
selectivitate ridicata [11].

Structura tridimensionala a proteinei Pim-1 cristalizata cu ligandul staurosporina este
prezentatd in Fig. 2.2, impreuna cu regiunile structurale caracteristice domeniului kinazic,

asa cum a fost obtinuta si descrisa de Arrouchi et al. [11].

Bucla bogata in glicina

Bucla de activare

Lobul C-terminal

Fig. 2.2 — Structura tridimensionald a Pim-1 kinazei (cod PDB: 1YHS) cristalizata cu ligandul
staurosporind (evidentiat cu galben). Imagine preluata dupa Arrouchi et al. [11].

Tn Fig. 2.3 se pot observa cele mai importante procese mediate de Pim-1 kinaza, alaturi
de substraturile sau caile metabolice cu care interactioneaza si implicarea in toate functiile

celulare [13].
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Fig. 2.3 — Reglarea si implicarea Pim-1 kinazei in caile de semnalizare celulara, cu diferitele cai
metabolice in care este implicata [13]. Imagine realizatd cu ajutorul BioRender
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O importantd deosebitd a fost atribuitd Pim-1 kinazei in aparitia rezistentei la
chimioterapie Tnh numeroase tipuri de cancer [14] cu principalul mecanism suspectat in
rezistenta la medicamentele antitumorale reprezentat de inhibarea apoptozei induse de

factorul proapoptotic p53.

3. Inhibitorii de Pim-1 kinaza

Malignitatile hematologice, dar si cancerul de prostatd si cancerul mamar, sunt
principalele patologii in care inhibarea Pim-1 kinazei exercita un impact semnificativ asupra
evolutiei bolii, astfel incat numeroase studii de dezvoltare si testare a unor inhibitori Pim-1
sunt realizate pe aceste tipuri de cancere. Potentialul reducerii rezistentei la chemoterapie
prin alaturarea unor inhibitori de Pim-1 kinaza la tratamentul oncologic este promitator, ceea
ce creste si mai mult valoarea inhibarii enzimei In terapia anticanceroasa.

Desi pana la momentul cercetarii actuale nu a fost aprobat niciun inhibitor de Pim-1
kinaza, in literatura de specialitate sunt descrisi numerosi compusi cu activitate inhibitoare
asupra acestei tinte terapeutice. Din punct de vedere al legarii de proteina, inhibitorii de Pim-

1 kinaza sunt de tip ATP-competitivi si se impart in inhibitori ATP-mimetici si inhibitori
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non-ATP-mimetici. O a treia categorie de inhibitori include liganzii care actioneaza asupra
Pim-1 prin mecanisme de legare caracteristice ambelor grupe.

Avand in vedere diversitatea chimica ridicatd a inhibitorilor de Pim kinaze raportati in
literatura pana in prezent, se poate face o impartire in functie de structurile de baza. Printre
clasele chimice de inhibitori Pim se numara heterocicluri de tipul indolocarbazoli,
bisindolilmaleimide, naftiridine, piridazine, izoxazoli, tiazolidin-2-4-dione,
tienopirimidinone, piridone, izoxazoloquine, derivati piridinici si pirimidinici, complexe

organometalice, dar si alte tipuri de structuri [11], [15].

Existd un numadr limitat de studii clinice care cerceteaza inhibitia tintitd a Pim
kinazelor, majoritatea fiind asupra malignitatilor hematologice. Cativa dintre inhibitorii
ajunsi 1n studii clinice de faza I sau II cu rezultate promitatoare sunt SGI-1776, SMI-4a, si
TP-3654, inhibitori neselectivi Pim cu nucleu imidazopiridazinic, studiati in malignitatiile
hematologice recidivate sau refractare la tratament, dar si in cancerul mamar HER-2 pozitiv
[16]. Totodata, se remarca derivatul de tiazolidin-2,4-diona, AZD1208, studiat in cancerul
de san triplu-negativ [17] si derivatii aminopiridinici PIM44 [18] si INCB053914 [19], cu

potential in tratamentul malignitatilor hematologice.



Il. Contributii personale

4. Investigatii privind profilul antiproliferativ al compusilor cu actiune

antitumorala din baza de date NCI-60

Obiectivul acestei cercetari este reprezentat de dezvoltarea unei metode simple, dar
eficiente, de determinare a unei corelatii intre “amprenta” antiproliferativa NCI-60 si
mecanismul farmacologic de actiune al unui compus, cu scopul identificarii de potentiali
inhibitori de protein-kinaze (PKI). Tn acest scop, au fost colectati din baza NCI un numar de
9137 compusi. Dupa curdtarea si filtrarea datelor a fost alcatuit un set de 18 inhibitori de
protein-kinaze, ce a constituit grupul PKI, si un set AOD (medicamente oncologice aprobate)
continand 80 medicamente cu alt mecanism de actiune decat inhibarea de protein-kinaze. Au
fost utilizate pentru aprecierea activitatii antiproliferative rezultatele exprimate ca valori
logaritmice din concentratiile semi-maximale inhibitorii ale proliferarii, pGlso, calculate din
concentratiile pM.

Au fost realizate analize descriptive ale intregului set, pentru a putea fi identificate
valorile de tip outlier, care au indicat liiniile celulare mai sensibile sau mai rezistente la
actiunea unui compus. Un exemplu este reprezentat de compusul identificat cu codul
NSC652680, cu 4 valori de tip outlier pentru pIC50 ale caror distributie este prezentata in
Fig. 4.1.
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Linle celudara

Fig. 4.1 — Distributia valorilor outlier ale pICso pe cele 60 de linii celulare din panoul NCI-60
pentru compusul NSC652680
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Analiza seturilor studiate din punct de vedere al profilurilor antiproliferative a relevat
existenta unui tipar de inhibare a cresterii caracteristic setului PKI. Rezultatele au aratat ca
anumite tipuri de celule din panoul de linii celulare NCI-60 sunt mai sensibile decét restul
la actiunea inhibitorilor de protein-kinaza, in raport cu cele 80 de medicamente antitumorale
cu care au fost comparati (AOD), lucru exprimat de numarul de valori outlier pentru liniile
celulare respective. In urma analizei numarului de valori de tip outlier superior pentru fiecare
din cele 60 de linii celulare, a fost dezvoltatd o formuld de prezicere a mecanismului de
actiune al unui compus, in baza profilului antiproliferativ afisat in baza NCI.

Frecventa valorilor outlier din fiecare dintre grupurile de compusi a fost utilizata
pentru a calcula un factor de greutate (denumit in continuare si ,,coeficient al liniei celulare”).
Astfel, pentru fiecare linie celulara, au fost calculate separat frecventele de aparitie a
valorilor outlier de tip superior, respectiv inferior, in seturile PKI si respectiv AOD. A fost
calculat un coeficient pentru fiecare linie celulara utilizand diferenta intre frecventa de

aparitie in setul PKI si respectiv AOD, dupa formulele matematice:

WU = G prr ~ naop’ 190
i JPKI_ 10D
— — *

L= Cpkl ™ naoD’

unde WU; reprezinta factorul de greutate superior (engl. “Weight Upper”), iar WL; factorul
de greutate inferior (engl. “Weight Lower”) pentru linia celulara i. Parametrii uPKl; si uAOD;
reprezintd numarul de valori de tip outlier superior (engl. “upper”) decelati in setul PKI,
respectiv in setul AOD pentru linia celulara i. Analog pot fi explicati si parametri IPKIi and
IAOD;, cu referire la valorile de tip outlier inferior (engl. “lower”). nPKI si nAOD reprezinta
numarul total de compusi ce alcatuiesc fiecare dintre cele douad seturi.

Astfel, factorul de greutate pentru fiecare linie celulard este echivalent cu
probabilitatea unui rezultat pGI50 de a fi o valoare de tip outlier in setul PKI, in defavoarea
setului AOD. Pe baza prezentei unei valori outlier, codificata prin valorile 1 (prezent) sau 0
(absent) a variabilelor U; (“upper outlier”), respectiv Li (“upper outlier”), a fost calculat un

scor de predictie a potentialului de a inhiba o protein-kinaza, pe baza formulei:
60
S, = Z(WUi *U; + WL; * L;)
i=1
Valorile mai mari de 10,21 pentru scorul calculat cu ajutorul formulei predictive au

indicat o probabilitate crescuta de a inhiba o protein-kinaza, in timp ce valori mai mici au
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indicat o probabilitate redusa. Scorurile pentru cei 9137 compusi din setul testat au variat
intre —74,58 si 118,33, iar 409 compusi din setul studiat au fost prezisi a actiona prin
inhibarea unor protein-kinaze, obtinand valori mai mari de 10,21 pentru scorul predictiv. In
urma analizei ROC pentru validarea interna, metoda dezvoltata a fost caracterizata ca avand

Primii 10 compusi din punct de vedere al scorurilor predictive calculate sunt prezentati
in Fig. 4.3 in functie de profilurile antiproliferative, in comparatie cu setul de 18 PKI folosit

pentru stabilirea modelului predictiv.
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Fig. 4.2 - Distributia valorilor pGI50 de tip outlier superior obtinute pentru liniile celulare
canceroase NCI-60 pentru compusii cu cele mai mari 10 punctaje, ilustrati in Tabelul 5. Graficul
prezinta bare colorate corespunzatoare unui anumit compus, oriunde valoarea pG150 a fost
identificata ca fiind un outlier superior pentru acel compus. Prin comparatie, pot fi observate unele
asemandri intre profilurile unora dintre inhibitorii din setul predictiv si primii 10 potentiali PKI
prezisi.

Validarea externa a metodei cu ajutorul algoritmului COMPARE al NCI a aratat valori
ale corelatiei intre 0,41 si 0,76 pentru 4 din primii 10 compusi cu cele mai mari valori ale
scorului predictiv, afisdnd amprente antiproliferative similare cu ale inhibitorilor cunoscuti
de protein-kinaza imatinib, lapatinib, gefitinib, dasatinib si erlotinib, ce au confirmat
utilitatea metodei dezvoltate [20].

Diferenta intre structurile chimice ale compusilor identificati fata de structurile tipice
ale inhibitorilor de protein-kinaze cunoscuti indica utilitatea acestei metode in orientarea
cercetatorilor din domeniul chimiei medicinale cétre noi spatii chimice pentru identificarea
de compusi de tip lead pentru design-ul de PKI. Asa cum se poate observa si in Fig. 4.3,
majoritatea compusilor discutati prezintd in structurd cicluri aromatice sau heterocicluri

diferite de structurile clasice ale inhibitorilor de protein-kinaze cunoscuti.
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Fig. 4.3 — Structurile chimice ale primilor 10 potentiali inhibitori de protein-kinaze identificati pe baza
metodei dezvoltate

Cu ajutorul scorului predictiv au fost identificati 409 compusi din baza NCI care au
fost prezisi a actiona asupra proliferarii celulare prin inhibarea protein-kinazelor. Din primii
10 potentiali PKI identificati, profilele antiproliferative s-au corelat cu cele ale unor PKI deja
aprobati in terapia diferitor tipuri de cancer, precum malignitatile hematologice si cancerul
pulmonar, pancreatic si mamar, indicand utilitatea metodei pentru depistarea unor compusi

deja studiati pentru alte efecte sau reorientarea terapeutica a unor medicamente.
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5. Investigatii structurale asupra compusilor cu actiune antitumorala

Pentru cresterea selectivitatii, etapa urmatoare a cercetdrii a presupus realizarea unei
analize exhaustive a efectului antiproliferativ al compusilor din baza NCI, atat din punctul
de vedere al proprietatilor fizico-chimice, cat si din punctul de vedere al structurii chimice,
apreciate pe baza unor schelete moleculare ce descriu topologia compusilor analizati. Au
fost colectate din baza NCI doua seturi diferite de compusi, caracterizand in total 91438 de
compusi testati la una sau cinci concentratii asupra liniilor celulare (setul Gip, respectiv setul

PGI). Procesul de generare al seturilor este schematizat in Fig. 5.1.

I IONAL Set DTP neprelucrat
m e : (284176 intréri)

Curatare date

(- 119)
(-192619)
Date GI% - concentratie unica Date pGI - 5 concentratii
(45020 intrari) (52769 intrari)
Set Glin Set PGI
(44960 compusi) (51968 compusi)
I " Set AL " ’
2 (91438 compusi) =

Fig. 5.1 - Schematizarea procesului de generare a seturilor de compusi analizate

Au fost generate doua tipuri de schelete moleculare caracteristice (Bemis-Murcko si
plain rings) pe baza structurilor chimice ale tuturor compusilor din seturile analizate, iar apoi
au fost calculate frecvente, scoruri de selectivitate (O1p, Opal), scoruri de performanta (Pip,
Ppai) si mediile rezultatelor biologice (A1p, Apci) pentru fiecare schelet molecular.

Analiza acestor scoruri pentru cele 1176 schelete moleculare de tip Bemis-Murcko a
evidentiat faptul ca cele mai populare 10 structuri sunt putin promitatoare ca precursori de
compusi cu efecte antiproliferative crescute, fiind identificate insa si cele mai eficiente, mult

mai complexe din punct de vedere structural, ilustrate Tn Fig. 5.2.
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Fig. 5.2 — Scheletele moleculare din setul PGI cu cele mai mari scoruri de performanta, cu scorurile
Aal, Ppai, and Oyg afisate in paranteza.

Analiza similara pentru scheletele moleculare de tip plain rings a identificat nucleele
chinolina, tetrahidropiran, benzimidazol, si pirazol cu cele mai mari scoruri de performanta.
Diverse structuri si tipare specifice in designul de medicamente antitumorale au fost
identificate Tn urma acestei analize. Rezultatele au indicat faptul ca natura scheletului
molecular are un impact semnificativ asupra potentialului antiproliferativ. Cele mai

promitatoare nuclee de tip plain rings identificate sunt prezentate in Fig. 5.3 si Fig. 5.4 [21].

0
BO3 BO6
0 7,81; 99,56; 0,00 7,34;93,88; 1,31 7,11; 89,32; 0,2
10,11-Metilendioxi-20S-camptotecina Dactinomicind Paclitaxel

(o] | l

i i O‘O‘

N
0 o]

BO7 BO8 BOS B13
7,09; 81,41, 0,94 7,08;90,14; 1,44 6,99; 92,58; 2,46 6,73; 79,89; 0,82
Vincristind Dactinomicina Doxorubicin Colchicina

Fig. 5.3 — Nucleele de baza cu cele mai bune scoruri de performanta, alaturi de scorurile Apci, Ppci si
Oyl si medicamente bazate pe structurile respective.
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Metoda astfel dezvoltatd in acest studiu poate fi utilizata pentru analize similare bazate
pe datele extrase din baza de date NSC a Institutului National pentru Cancer. Aceasta metoda
poate fi indreptata asupra unei anume structuri ciclice si folosita pentru identificarea altor
structuri cu profiluri de inhibitie asemanatoare. Desi metoda dezvoltatd face abstractie de
efectul substituentilor asupra structurilor ciclice, rezultatele indica evident faptul ca natura
scheletului molecular are un impact semnificativ asupra potentialului antiproliferativ. De
asemenea, metoda poate fi utilizatd in cercetdri ulterioare pentru a cuantifica influenta

scheletului molecular in comparatie cu pozitia sau natura substituentilor in ceea ce priveste

i
) L0 L
o \ [
0~ N)*o 0
H

efectul antitumoral.

LO B04 B13
6.92; 99.50; 1.31 6.87; 87.47;0.43
H 0
O._N I
S ]ij CI
0O N /
_ I
o)
B11 B17 B19 B20
6.82; 85.03; 1.20 6.57; 86.87; 0.21 6.50; 85.00; 1.10 6.34;98.32; 5.54

Fig. 5.4 — Cele mai promitétoare 7 nuclee de baza, in functie de valorile scorurilor Apgi, Ppci $i Opai
prezentate pentru fiecare, calculate ca efecte independente asupra moleculei din care fac parte.
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6. Optimizarea metodei de docking virtual a inhibitorilor de Pim-1

kinaza

Capitolul 6 prezintd studiul de docking molecular, realizat pentru diferentierea
structurilor specifice inhibitiei Pim-1 din totalul diferitilor inhibitori de protein-Kinaze.
Astfel, au fost colectate date despre 3067 de substante testate pentru inhibarea Pim-1 kinazei
umane in diferite studii in vitro si disponibile in baza de date online ChEMBL. Dintre acestia
36 de compusi au fost supusi studiului de docare moleculara, pentru determinarea corelatiei
dintre activitatea prezisa in silico si valoarea ICsp Obtinuta experimental. Cea mai buna

energie de legare a fost calculata pentru compusul CHEMBL2037200, prezentat in Fig. 6.1.

Al &%
—y e
T 8%

&%
i
Foi /]
- - —
B~ o
B o —

conformatiei docate (conformatia cu cea mai mica energie de legare si fara interactiuni
nefavorabile); (b) Diagrama 2D care arata interactiunile cu resturile de aminoacizi.

Prin compararea rezultatelor in vitro cu cele in silico pentru inhibitori deja cunoscuti
de protein-kinaze, studiul de docking molecular a descoperit ca algoritmul de docare utilizat
(Autodock Vina) supraestimeaza sau subestimeazd energiile de legare, si prin urmare
afinitatea calculata fata de enzima Pim-1 kinaza este diferita de afinitatea reald, exprimata
de valoarea ICso. Rezultatele docarilor, comparate cu rezultatele testarilor in vitro, sunt
ilustrate in Fig. 6.2.

Pentru a corecta acest aspect, a fost dezvoltatd o metoda de ajustare a afinitatii calculate
pe baza interactiunilor cu anumiti aminoacizi-cheie. Procesul de analizd al studiului este

redat in Fig. 6.3.
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Fig. 6.3 — Schema generala a etapelor studiului desfasurat asupra interactiunilor compusilor de
testat cu Pim-1 kinaza obtinute in urma procesului de docare
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In urma vizualizarii si interpretarii rezultatelor docarilor moleculare, pentru fiecare
dintre cei 36 de liganzi a fost extrasd manual lista cu interactiunile specifice conformatiilor
viabile. Interactiunile cu fiecare aminoacid au fost codificate ca un rezultat binar pentru
fiecare dintre resturile de aminoacizi participante la interactiuni iar intre cele doud seturi a
fost evaluatd distributia interactiunilor. S-au remarcat astfel unele interactiuni care sunt
presupuse a favoriza mai mult legarea unui ligand in situsul de inhibitie decat altele. Pornind
de la acest rationament, au fost definite interactiunile care sunt corelate cu activitate
inhibitoare mai mare (valori ICso mai mici) ca fiind interactiuni ,,pozitive”, fiind interactiuni
observate In cea mai mare parte pentru grupul ,,puternic”, in timp interactiunile ,,negative”
au fost considerate cele corelate cu o activitate inhibitoare mai scazutd. Au fost identificati
aminoacizii Phe49, Val52, Glu89, Arg122, Glul71 si Ile185 din structura enzimei Pim-1 ca
fiind resturi-cheie cu care un compus ar trebui sa interactioneze pentru a fi un ligand cu
afinitate ridicata pentru proteina-tinta.

A fost calculat un coeficient pentru fiecare rest de aminoacid care interactioneaza cu
un ligand, apoi au fost efectuate analize de corelatie si regresie pentru fiecare aminoacid
participant, precum si pentru fiecare compus, ludnd in considerare si subgrupul fiecarui
ligand. Pe baza unei analize de regresie logisticd multifactoriald a fost dezvoltat un scor
predictiv ce estimeaza o valoare plCso pe baza prezentei sau absentei interactiunii unui
compus cu fiecare rest de aminoacid al proteinei Pim-1. Ecuatia de corectie a scorului de

docare a fost aleasi ca fiind modelul cu cea mai mare valoare ajustati pentru R? (0,525).

scor predictiv = —0,133 * Energie libera + 0,903 x Phe49 — 1,087 * Val52 — 0,619 * Glu89
— 0,479 x Arg122 + 0,247 = Glu171 — 1,055 * [1e185 + 4,762 (R? = 0,620)

Analiza fizico-chimica a setului curatat, de 2551 inhibitori Pim-1, a evidentiat
caracteristici specifice compusilor cu activitate buna asupra Pim-1 kinazei, descrierea
intregului grup fiind utild pentru identificarea descriptorilor moleculari care influenteaza
exercitarea unui efect inhibitor puternic asupra enzimei. Compusii cu masa moleculara mica,
sub pragul de 300 g/mol sunt distribuiti aproape exclusiv in setul de inhibitori slabi, iar
compusii cu masd moleculard mare sunt inhibitori potenti ai Pim-1 kinazei daca valoarea
LogP nu depaseste pragul de 5,5. Rezultatele indicd importanta existentei unui schelet
molecular suficient de voluminos pentru a interactiona cu enzima. 87,55% din compusii
setului puternic au prezentat un numar de acceptori de H cuprins intre 5 si 8. Compusii cu
cel mult o grupare de tip donor de H au fost asociati cu apartenenta la grupul slab de

inhibitori. Rezultatele analizei structurale indica de asemenea importanta existentei unor
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structuri cu un anumit grad de flexibilitate si faptul ca valoarea pICso creste in medie cu

numarul de fragmente ciclice disjuncte. Aceste aspecte sunt ilustrate in Fig. 6.4.

: 1 Sh- A

e ' I i ' 7=0.368 (Bravais-Pearson)
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Fig. 6.4 — Distributia valorilor pIC50 ale celor 2551 de compusi din setul initial in functie de masa
moleculard si coeficientul de partitie n-octanol/apa (LogP).

Desi evidentiaza erorile de prezicere a afinitatii unui ligand fatd de proteina tinta,
metoda dezvoltata in capitolul 6 nu este validatd propriu-zis, aspect ce poate fi rezolvat insa
in studii ulterioare pe o tinta terapeutica cu inhibitori deja cunoscuti si bine caracterizati, cu
valori IC50 pentru un set mai mare de compusi. Acest lucru ar putea ajuta de asemenea la

cresterea puterii predictive a metodei, cu imbunatatirea preciziei.
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7. Identificarea unor potentiali inhibitori de Pim-1 kinaza cu efect

antiproliferativ pe baza reorientarii terapeutice

Capitolul 7 a reunit rezultatele dobandite in cercetarile anterioare, fiind coroborate
pentru cresterea sanselor de identificare a unor inhibitori de Pim-1 kinaza din randul
structurilor aflate Tn baza de medicamente DrugBank. Studiul de drug repurposing astfel
desfasurat a condus la selectia a 22 de compusi ce intrunesc caracteristicile observate in
capitolele anterioare ca fiind asociate cu o afinitate mai mare fatd de Pim-1 si un efect
antiproliferativ crescut, cu un profil caracteristic inhibitorilor de protein-kinaze.

Moleculele selectate pe baza metode dezvoltate in capitolul 4 si apoi studiate din punct
de vedere structural folosind analiza din capitolul 5 au fost in final testate in silico pentru
afinitatea fatd de Pim-1 kinaza prin metoda de docare optimizata in capitolul 6, screening-ul
virtual finalizandu-se cu identificarea unor potentiali inhibitori de Pim-1 kinaza. In Fig. 7.1

este ilustrat compusul NSC35949, cu cea mai buna energie de legare prezisa de algoritmul

de docare (AutoDock Vina), -11,1 Kcal/mol, si un scor 1Csoprezis cu valoare crescuta, de
7,3563.
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Fig. 7.1 — a) conformatia tridimensionala a complexului dintre compusul NSC35949 si situsul activ al
proteinei cristalizate Pim-1 kinaza (3BGQ); b) diagrama 2D a interactiunilor dintre ligandul NSC35949
si Pim-1 kinaza
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Conform metodei de predictie dezvoltate, o parte din compusii din setul cu afinitati
calculate ridicate fata de proteind au fost supraapreciati de algoritmul de docare, avand valori
sub medie pentru scorul predictiv. De asemenea, o parte din compusii calculati a avea o
afinitate slaba de legare au prezentat scoruri predictive peste medie, indicand faptul ca
acestia ar fi inhibitori mai puternici ai enzimei 1n realitate. Compusii cu scorurile predictive
cele mai mari au fost NSC177380, NSC186946 si NSC185040, ceea ce nu a coincis cu
rezultatele obtinute in urma docarii, care a identificat compusii NSC35949, NSC1760 si
NSC178249 pe primele trei locuri. Acest lucru subliniaza puterea predictiva a factorului de
corectie dezvoltat, dar ridica necesitatea confirmarii rezultatelor prin teste in vitro, aspect
realizabil in studii ulterioare.

Tabelul 7.1 — Comparatie intre compusii cu afinitate crescuta si cei cu afinitate scazuta, din
estimarile algoritmului de docare, comparativ cu clasificarea pe baza scorului predictiv. Valorile
colorate cu portocaliu aratd compusii supraestimati de algoritmul de docare, conform scorului
predictiv calculat, iar valorile colorate cu albastru arata subestimarea afinitatii reale

Inhibitori cu afinitate crescuta Inhibitori cu afinitate slaba

(Energie < -8,58 Kcal/mol) (Energie > -8,58 Kcal/mol)
NSC Energie de legare Sc_or_ NSC EnIZ:gga:reede Sc.or.

(Kcal/mol) predictiv (Kcal/mol) predictiv

35949 -11,1 7,3563 177380 -8,5 8,0975
1760 -10,5 6,5505 186946 -8,5 8,0975
178249 -9,8 5,5544 36398 -8,4 5,2282
174923 -9,3 5,9669 11897 -8,2 6,7236
176371 -9,3 6,2509 185040 -8,1 8,0443
186057 -9,3 6,8699 186063 -7,8 6,6704
49733 9,1 6,8433 325308 -7,8 6,9174
174940 9,1 6,6113 183519 -1,7 6,8411
84922 -8,9 6,3377 5278 -6,7 7,6111
181099 -8,9 7,9037 167897 -6,6 5,6398
36525 -8,8 7,2344 23615 -6,4 6,9522

Atat compusii identificati de catre algoritmul de docare, cat si cei identificati de catre
scorul predictiv, ca potentiali inhibitori ai Pim-1 Kinazei, merita investigati in continuare
pentru evaluarea efectului inhibitor in vitro, Tn teste enzimatice.

Toate aspectele studiate in cercetarile prezentate anterior, precum proprietatile fizico-

chimice, numarul de valori outlier, scheletele moleculare de tip Bemis-Murcko distribuite in
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functie de valorile energiei de legare din docare si al scorului predictiv calculat sunt

coroborate in Fig. 7.2.
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Fig. 7.2 — Analiza corelatiei intre scorul predictiv si energia de legare, in functie de scheletele
moleculare Bemis-Murcko generate pentru cei 22 de compusi studiati

Screening-ul virtual a identificat potentiali inhibitori de Pim-1 kinaza, unii dintre
acestia avand efecte antiproliferative descrise in literaturd. Studii ulterioare pot fi realizate
pentru explorarea amdnuntita a potentialului inhibitor asupra Pim-1 kinazei al compusilor
haloperidolului (NSC176371) si al derivatilor de fenotiazina (NSC186067 si NSC 186063),
medicamente cunoscute ca agenti neuroleptici.

Metoda dezvoltata si validatd de-a lungul celor 4 cercetdri independente a fost
confirmata prin identificarea unor compusi, care au dovedit activitate confirmata in vitro
asupra Pim-1 kinazei in studii recente relatate in literatura. Noutatea si scopul acestei
cercetari nu sunt reprezentate doar de identificarea In sine a unor potentiali candidati
terapeutici, ci si de metoda dezvoltatd pentru a realiza acest lucru, metoda care poate fi

adaptatd pentru diverse tinte terapeutice implicate in proliferarea celulelor tumorale.
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Concluzii generale

Obiectivul general al tezei doctorale a fost reprezentat de identificarea de noi inhibitori
ai Pim-1 kinazei, utili pentru efectul antiproliferativ si de combatere a rezistentei la
chimioterapie Tn diverse tipuri de cancere, conform literaturii.

O etapa importantd pentru realizarea cercetarilor a fost reprezentatd de studiul
literaturii actuale de specialitate, ce descrie stadiul actual al cunoasterii in domeniu, punand
bazele ipotezei de cercetare si stabilind premizele dezvoltarii de inhibitori Pim-1, aspecte
detaliate in partea teoretica.

Pentru atingerea obiectivului general, studiile experimentale au avut la baza utilizarea
unor date deja existente in baze de date bine caracterizate, puse la dispozitie online de catre
National Cancer Institute (NCI), despre testarea activitatii anticanceroase pentru mult de
90.000 de compusi testati privind efectul antiproliferativ asupra diferitor tipuri de cancere,
reprezentate de 60 de linii celulare tumorale. Pe baza acestor date au fost dezvoltate metode
de identificare a unor tipare ce caracterizeazd compusii cu selectivitate asupra protein-
kinazelor, diferentiind astfel substantele antitumorale cu alt mecanism de inhibitorii de
protein-kinaze.

Tn urma studiului de drug repurposing, au fost identificati si derivati fenotiazinici si
butirofenonici, confirmati de rezultate recente din literatura de specialitate, precum
haloperidolul (NSC176371) derivatii de fenotiazina (NSC186067 si NSC 186063),
medicamente cunoscute ca agenti neuroleptici.

Contributiile personale din cadrul cercetdrilor experimentale sunt reprezentate de
metodele de identificare si predictie ale potentialului antiproliferativ, potentialului de
inhibare al unei protein-kinaze si respectiv potentialul de inhibare al Pim-1 kinazei, precum
si identificarea unor parametri structurali caracteristici inhibitorilor Pim-1, ce pot servi la
identificarea ulterioara de noi candidati antitumorali.

In concluzie, obiectivele cercetirii au fost indeplinite in totalitate, fiind identificate
caracteristici ale profilului antiproliferativ NCI-60 specifice inhibitorilor de protein-kinaza,
cu conturarea unui profil structural caracteristic medicamentelor antitumorale si cu
identificarea in final a unor potentiali inhibitori ai Pim-1 kinazei, dintre care se remarca

haloperidolul, oxiridazina si tioridazina, ce se preteaza pentru desfasurarea de studii

.....
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