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Introducere

Biodisponibilitatea este definitd ca fractiunea unei substante care este absorbitd in mod
eficient din tractul gastrointestinal si intra in circulatia sangelui [1,2]. Mai multe organizatii mondiale
de prestigiu, precum organizatia Mondiala a Sanatati (OMS), Organizatia Food and Drug
Administration (FDA) si Amercain Pharmaceutical Association (APA), au oferit definitii pentru acest
concept des intalnit in farmacologie, nutritie, toxicologie, deoarece determina cat de eficient un
nutrient sau un medicament isi poate exercita efectele in organism.

Pe masura ce nivelurile de poluare cresc, oamenii devin mai susceptibili la imbolnavire, de
aceea este necesara evaluarea si optimizarea biodisponibilitatii atdt a medicamentelor cat si a
nutrientilor, acestea fiind cruciale pentru eficacitatea terapiei medicamentoase si pentru asigurarea
unei nutritii adecvate.

Statisticile privind cazurile de Tmbolnaviri cu cancer variaza in functie de regiune, tipul de
cancer si diferiti factori demografici. Astfel la nivel global, cancerul ramane principala cauza a
mortalitatii, in anul 2020 fiind Tnregistrate aproximativ 10 milioane de decese [3]. Pe de alta parte,
conform datelor prezentate in Registrul european al inegalitatilor in domeniul cancerului din 2023,
elaborat de Organizatia pentru Cooperare si Dezvoltare Economica (OECD), cancerul este cea de
a doua cauza principala a deceselor din Romania, media fiind mai mare decat cea a UE. Cancerul
pulmonar, colorectal si cancerul de san ocupa primele locuri ale tipurilor de cancer care provoaca
decesul in Romania. Desi mortalitatea cauzata de cancerul pulmonar a inregistrat o scadere in ultimii
ani, incidenta cancerului de san este in crestere [4].

Procesul de descoperire si dezvoltare de noi medicamente, cunoscut si sub denumirea de
.drug design”, presupune identificarea de compusi chimici care au potentialul de a trata boli sau
afectiuni specifice. Acest proces implica o serie de etape si tehnici avansate, care includ:
identificarea tintei biologice, designul compusilor, sinteza si optimizarea, testarea in vitro si in vivo,
studii clinice, aprobarea si lansarea pe piata. Procesul de descoperire a noilor medicamente este un
domeniu multidisciplinar care implica biologia, chimia, farmacologia si bioinformatica, cu scopul de
a dezvolta noi terapii eficiente si sigure pentru diverse boli, dar care este un consumator semnificativ
de timp si de resurse financiare.

Ca atare, descoperirea de noi substante biodisponibile este cruciala in lupta Tmpotriva
cancerului deoarece poate conduce la tratamente mai eficiente si mai sigure, reducand toxicitatea si
imbunétatind calitatea vietii pacientilor. In plus, acest proces sustine inovatia continua in domeniul
oncologiei, contribuind la dezvoltarea de solutii noi si personalizate pentru combaterea cancerului.
Noile substante biodisponibile pot fi adaptate pentru a raspunde nevoilor specifice ale fiecarui
pacient, pe baza caracteristicilor genetice si biologice ale tumorii lor, contribuind la dezvoltarea
medicinei personalizate.

Identificarea si caracterizarea substantelor biodisponibile implica eficientizarea si integrarea
tehnologiilor avansate in procesul de dezvoltare a ingineriei industriale, in special in cazul industriei
chimice si a medicamentelor. Andocarea moleculara utilizeaza instrumente computationale avansate
contribuind, astfel, la reducerea numarului de experimente fizice necesare pentru a identifica si
optimiza compusii potentiali, economisind astfel resurse materiale si umane. Prin utilizarea acestor
tehnici, se pot proiecta procese mai eficiente, se reduc riscurile asociate cu dezvoltarea de noi
medicamente iar medicamentele pot fi produse in cantitati mari, cu costuri controlate si la standarde
de calitate ridicate.
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ﬁ Introducere

Rezumatul si structura lucrarii stiintifice

Teza de doctorat cu titlul ,Metode de automatizare a caracterizérii si detectiei unor substante
biodisponibile” a fost structurata in 3 capitole, insotite de introducere referitoare la tema studiata,
concluzii generale si de directii viitoare de cercetare.

In introducere este prezentatd o succintd descriere a evolutiei principalelor cauze ale
mortalitatii la nivel global si national, impreuna cu strategiile de combatere a cancerului. Capitolul 1
prezintd caracterizarea generald a substantelor biodisponibile, evidentiindu-se cele doua categorii
studiate: canabinoide si flavonoide. Capitolul 2 descrie metode de caracterizare si identificare care
s-au dovedit foarte performante in cazul substantelor biodisponibile analizate, respectiv metode de
identificare folosind principiile spectrometriei IR, metode de caracterizare precum DFT si totodata
andocarea moleculara. Capitolul 3 prezinta contributiile proprii cu privire la analiza potentialului
inhibitor al resokaempferol si tectochrysin asupra proteinelor PI3Ka si H1047R. PI3Ka contribuie la
proliferarea celulara iar H1047R este o mutatie oncogenica asociatd cu o activitate enzimatica
crescuta si, implicit, cu o crestere necontrolata a celulelor tumorale. Tn cadrul acestui capitol au fost
evaluati parametrii electronici pentru patru flavonoide, au fost prezentate profilurile lor fizico-chimice
si analizate interactiunile moleculare prin andocare moleculard pentru trei compusi. In ceea ce
priveste compusii din clasa canabinoidelor, acestia au fost caracterizati din punct de vedere al
biodisponibilitatii si prezentate metode de identificare folosind spectrele ATR-FTIR.

Sectiunea de concluzii si directii viitoare evidentiaza unicitatea rezultatelor obtinute si descrie
principalele directii de studiu. Teza se incheie cu listarea lucrarilor stiintifice prezentate in cadrul
conferintelor stiintifice nationale sau internationale precum si a celor publicate in reviste de
specialitate.

Motivatia alegerii temei de cercetare

Lumea contemporana se confrunta cu o serie de probleme de sanatate semnificative,
reflectdnd complexitatea si diversitatea provocarilor globale, printre care boli infectioase emergente
(pandemii), boli cronice netransmisibile (boli cardiovasculare, diabet, cancer), probleme de sanatate
mintald, probleme de sanatate provocate de schimbarile climatice, nutritia si stilul de viata
(obezitatea si alimentatia nesanatoasa), precum si politicle de sanatate publica a caror
implementare corecta poate contribui la combaterea bolilor si promovarea sanatatii.

Studierea proprietatilor substantelor biodisponibile, atat compusi sintetici cat si compusi
naturali, este esentiala pentru asigurarea eficacitatii, sigurantei si accesibilitatii tratamentelor
medicamentoase, contribuind la imbunatatirea generala a sanatatii publice. Identificarea compusilor
naturali permite introducerea in consumul zilnic a diferitelor fructe, legume, cu rol adjuvant in tratarea
diverselor afectiuni.

Printre efectele pozitive ale descoperirii de noi substante biodisponibile, se numara:
maximizarea efectului terapeutic prin determinarea proportiei si vitezei cu care un medicament
anticanceros ajunge la celule tumorale, personalizarea tratamentului prin adaptarea dozelor si a
formelor de administrare la nevoile individuale ale pacientilor, dezvoltarea de terapii tintite prin
identificare de substante care ataca specific celule canceroase, accelerarea procesului de aprobare
si comercializare prin faptul ca analiza potentialului inhibitor cu diverse tehnici chemometrice ajuta
evaluarea lor in studiile clinice.

Folosirea tehnicilor computationale avansate contribuie la identificarea rapida a compusilor
cu potential terapeutic ridicat, reducand astfel timpul si costurile necesare pentru testarea
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experimentala si eficientizadnd procesele industriale de productie si dezvoltare a noilor compusi
chimici in general si a medicamentelor in special.

Obiectivele de cercetare urmarite

Principalele obiective stiintifice de cercetare urmarite, concretizate si diseminate n timpul
elaborarii tezei au fost:

» Realizarea unui studiu documentar referitor la:
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tipurile de substante biodisponibile, in special canabinoide si flavonoide;
proteinele raspunzatoare de multiplicarea celuleor canceroase;

spectre IR;

metode spectrale de caracterizare si identificare a substantelor biodisponibile;
metode de caracterizare ale substantelor biodisponibile;

algoritmi pentru andocarea moleculara;

metode de automatizare a detectiei canabinoizilor.

> Analiza potentialului inhibitor al resokaempferol si tectochrysin asupra proteinelor PI3Ka si
H1047R:

B

0‘0 L)

>

¢

°0

L)

calcularea parametrilor electronici

descrierea profilurilor fizico-chimice si farmacocinetice

analiza interactiunilor intermoleculare dintre liganzi (substantele biodisponibile) si
proteina PI3Ka si mutatia ei oncogenica, H1047R

validarea andocarii si analiza MolProbity, care ofera o evaluare riguroasa si detaliata
a structurilor moleculare.

» Analiza potentialului inhibitor al kaempferolului asupra proteinei PI3Ka:

X3

%

0’0

R/
0’0

calcularea parametrilor electronici

descrierea profilurilor fizico-chimice si farmacocinetice

analiza interactiunilor intermoleculare dintre liganzi (substantele biodisponibile) si
proteina PI3Ka si mutatia ei oncogenica, H1047R

validarea andocarii prin comparare cu compusul standard alpelisib, medicament
folosit, deja, in terapiile anticancer.

» Metode de automatizare a detectiei canabinoizilor utilizadnd spectrele ATR-FTIR.



f— Capitolul 1

Capitolul 1. Aspecte teoretice privind substantele biodisponibile

1.1 Substantele biodisponibile: notiuni generale

Substantele biodisponibile sunt acele substante care, dupa administrare sub diverse
forme, sunt absorbite de sistemul circulator pentru a fi utilizate de catre organism. Dintre tipurile
de substante biodisponibile pot fi amintite: nutrientii esentiali (vitamine, minerale), aminoacizii,
acizii grasi, fitonutrientii (polifenoli, flavonoide, carotenoide), probioticele si prebioticele, enzimele,
medicamentele.

Clasificarea substantelor biodisponibile se poate face in functie de mai multi factori, cum
ar fi solubilitatea Tn apa si permeabilitatea prin membranele biologice. Una dintre cele mai utilizate
clasificari este clasificarea biofarmaceutica (Biopharmaceutics Classification System, BCS), care
este un instrument conceput in 1995 si a devenit un standard in reglementarea bioechivalentei
formelor farmaceutice orale [7,8].

1.2 Prezentarea substantelor biodisponibile studiate

1.2.1 Canabinoide

Canabinoidele sunt compusi chimici care interactioneaza cu receptorii canabinoizi din
organism. Exista mai multe tipuri de canabinoide, incluzand canabinoidele endogene (produse
de organismul uman), fitocanabinoidele (gasite in plante, in special in canabis) si canabinoidele
sintetice (create in laborator) [11].

Canabinoidele endogene, cunoscute si sub numele de endocanabinoide, sunt produse
natural de catre corpul uman si joaca un rol esential in reglarea functiilor fiziologice prin
interactiunea cu receptorii canabinoizi (CB1 si CB2). Au fost identificate doua grupe principale:
amide ale acidului arahidonic, din care face parte anandamida si esteri ai acidului arahidonic cu
glicerolul, din care face parte 2-arahidoilglicerolul ale caror structuri chimice sunt prezentate in
figura 1.1 [11-15].

o —0OH
| il S ™ P .
mﬁ\ﬁ % A ) \on
N /\:H“\/\/ R n‘\\\ rd \v’/\\\/
a) anandamide b) 2-arachidonilglicerol

Figura 1.1. Tipuri principale de endocanabinoide [12,15].

Canabinoidele naturale sunt compusi terpenofenolici ce se gasesc in rasina secretata
de florile si frunzele plantei canabis. Acesti compusi s-au descoperit in cantitati mici si in tulpina,
dar lipsesc din seminte. Pana in prezent au fost descoperiti peste 100 de fitocanabinoizi, dintre
care cel mai psihoactiv fiind A° THC [16].

Canabinoidele sintetice au efecte psihoactive similare canabinoidelor naturale. Efectele
canabinoidelor asupra corpului uman sunt datorate stimularii unei proteine de membrana numite
receptor. Pana acum, au fost descoperiti si caracterizati complet doi receptori, si anume CB;
(receptor cu implicatii asupra memoriei, perceptiei si mobilitatii) si CB2 (localizat la nivelul splinei,
amigdalelor si celulelor sistemului imunitar) [12].
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In timp ce canabinoidele au efecte paliative asupra pacientilor cu cancer, prevenind
greata, varsaturile si durerea si stimuland pofta de mancare, s-a demonstrat, de asemenea, ca
inhiba cresterea celulelor tumorale n culturi si modele animale prin modularea unor céai esentiale
de semnalizare celulara [11]. Cercetarile efectuate asupra canabinoidelor au aratat ca au efecte
anticancerigene, de exemplu THC (cancerul de san, carcinom hepatic, cancerul de prostata,
cancer de plamani, glioblastom), JWH-015 (cancer de prostata), WIN 55,212-2 (glioblastom,
cancer de prostata) [11,12].

1.2.2 Flavonoide

Flavonoidele sunt o clasa diversa de compusi fenolici naturali care sunt raspanditi in
regnul vegetal. Ele sunt cunoscute pentru contributia lor la culoarea, aroma si gustul fructelor,
legumelor si altor plante si se gasesc si in cereale, scoarta, radacini, tulpini, flori, ceai si vin.
Acesti compusi bioactivi cu structuri chimice variate unt esentiali in dieta umana datorita efectelor
lor antioxidante, antiinflamatorii, anticancerigene si cardioprotectoare. Ele sunt prezente in fructe
(mere, citrice, fructe de padure), legume (ceapa, ardei), ceaiuri (ceai verde, negru), vin rosu
[2,20-24].

Flavonoidele au o structura de baza (vezi figura 1.2) de tip flavan, care include un schelet
de 15 atomi de carbon organizat intr-un model de 2 cicluri benzenice ((A), (B)) legate printr-un
heterociclu piranic (C). Aceasta structura de baza este impartitd in mai multe subgrupe, fiecare
avand variatii Tn gruparile functionale atasate, cum ar fi: grupari hidroxil, metoxi, sau carbonil [25].

Figura 1.2. Structura chimica fundamentala a flavonoidelor [21].

Flavonoidele se clasifica Tn sase grupe, in functie de heterociclul implicat: flavonoli,
flavone, izoflavone, flavanone, antocianidine si flavanoli (catechine si proantocianidine) [21,23].
Corespondenta intre tipurile de flavonoide si culorile fructelor, legumelor se regaseste in figura
1.3.

Flavone Flavanone | izonavone
soia, naut,
fructe si legume e | : ' | masline, fistic
verzi si galbene muguri de lucerng

Figura 1.3. Diferite culori ale polifenolilor si fructele si lequmele corespunzatoare [26].
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Capitolul 2. Metode de caracterizare si identificare a substantelor biodisponibile

2.1 Metode spectrale de caracterizare si identificare a substantelor biodisponibile

Metodele spectroscopice oferd instrumente precise si versatile pentru identificarea
substantelor biodisponibile. Fiecare tehnica are avantaje specifice si poate fi utilizata
complementar pentru a obtine o caracterizare completd a substantelor de interes. in functie de
natura probelor si de informatiile necesare, alegerea metodei spectroscopice adecvate este
esentiala pentru o analiza corecta si eficienta. Printre cele mai comune metode spectroscopice
se numara spectroscopia in infrarosu (IR), spectroscopia de rezonantd magnetica nucleara
(RMN), combinatia de cromatografie gazoasa cu spectroscopia in infrarosu cu transformare
Fourier (GC / FTIR), spectroscopia de masa (MS) [46].

2.1.1 Analiza spectroscopica in domeniul infrarosu (IR)

Spectroscopia in infrarosu (IR) este o tehnica analitica puternica utilizata pentru a studia
si identifica moleculele prin analiza absorbtiei de radiatii infrarosii. Aceasta tehnica se bazeaza
pe interactiunea radiatiei infrarosii cu moleculele, determinand vibratii caracteristice ale legaturilor
chimice. Intelegerea fundamentelor spectroscopiei in infrarosu (IR) este esentiald pentru
valorificarea capacitéatilor acesteia in analiza chimica ca ajutor in obtinerea informatiilor detaliate
despre compozitia moleculara a diferitelor substante, vibratiile moleculare si legaturile chimice
[61,52]). Spectroscopia IR este folosita pentru analize calitative dar si cantitativ, desi cele din
urma nu sunt la fel de precise ca alte tehnici precum cromatografia de gaze (GC) sau cea lichida
(LC). In analiza cantitativa se foloseste legea Lambert — Beer pentru determinarea concentratiei
unei substante.

2.1.2 Prezentarea spectrelor unor substante biodisponibile

Un exemplu de spectru de absorbantd pentru canabinoidul sintetic, JWH-019, este
prezentat in figura 2.6 si a fost inregistrat utilizand accesoriu ATR (reflexie totald atenuata) din
diamant (ATR 3 — diamond 3 Bounce) la 32 de scanari si o rezolutie de 4 cm™ [57].
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Figura 2.1. Spectrul ATR-FTIR pentru JWH-019 [57].
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Comparatia spectrului IR teoretic cu cel experimental pentru compusul resokaempferol

In figura 2.7 este reprezentats comparatia dintre spectrul teoretic al flavonolului si cel
experimental obtinut dupa optimizarea structurii moleculare. Spectrul teoretic a fost obtinut de pe
platforma online SpectraBase [58], apoi scalat si comparat cu cel experimental. Acest spectru
teoretic a fost inregistrat in faza solida de la 4000 la 400 cm™' utilizand ca instrument Bio-Rad
FTS echipat cu tehnica ATR-Neat (DuraSamplIR II).

Absorbance

4000 3300 3000 2500 2000 1300 1000 5
Wavenumber (cm™) @

Absorbance
&
T

4000 3300 3000 2500 2000 1300 1000 500
Wavenumber (cm™) ®)

Figura 2.2. Analiza spectroscopicd comparativa in infrarosu a compusului resokaempferol: (a)
vizualizare suprapuséa si (b) vizualizare suprapusé a spectrului IR teoretic scalat (rosu) alaturi de spectrul
IR experimental (negru).

Comparatia spectrului IR teoretic cu cel experimental pentru compusul tectochrysin

in figura 2.8 este reprezentata comparatia dintre spectrul teoretic al flavonoidului natural
si cel experimental obtinut dupa optimizarea structurii moleculare. Spectrul teoretic a fost obtinut
de pe platforma online SpectraBase [58], apoi scalat si comparat cu cel experimental. Acest
spectru teoretic a fost inregistrat in faza solida de la 4000 la 400 cm™" utilizand ca instrument Bio-
Rad FTS echipat cu tehnica ATR-Neat (DuraSamplIR ).
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Figura 2.3. Analiza spectroscopicd comparativd in infrarosu a Tectochrysin: (a) vizualizare
suprapusa si (b) vizualizare suprapusd a spectrului IR teoretic scalat (rosu) aldturi de spectrul IR

experimental (negru).

Comparatia spectrului IR teoretic cu cel experimental pentru flavanona 3-(N-
morpholinylcarbodithioate)-2-(4-methoxyphenyl)chroman-4-one

in figura 2.9 sunt reprezentate spectrele teoretic si experimental pentru flavanona 3-(N-
morpholinylcarbodithioate)-2-(4-methoxyphenyl)chroman-4-one care au fost inregistrate pe un
spectrometru FT-IR Brucker Tensor 27 cu un dispozitiv ATR (cristal Ge-ATR), in regiunea 4000—
400 cm—1, la temperatura camerei, cu o rezolutie spectrala de 2,0 cm—1 si 32 de scanari adaugate

[59].
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Figura 2.4. Analiza spectroscopicd comparativa in infrarosu a 3-(N-morpholinylcarbodithioate)-
2-(4-methoxyphenyl)chroman-4-one [59].
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2.2 Analiza proprietatilor fizico-chimice a substantelor biodisponibile pe baza
descriptorilor moleculari

Modelarea QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship) este o metoda utilizata
pentru a prezice activitatea biologica a compusilor chimici pe baza caracteristicilor structurale si
fizico-chimice ale acestora. Respectarea standardelor si protocoalelor, care impun restrictii
asupra proprietatilor moleculare precum masa moleculara, coeficientul de partitie (logP),
acceptorii si donatorii de legaturi de hidrogen, suprafata polara topologica, numarul de legaturi
rotative si rigide, precum si raportul dintre heteroatomi si carbon, a crescut probabilitatea de a
identifica compusi cu aplicatii terapeutice de succes [60,61].

Unul dintre instrumentele folosite pentru evaluarea proprietatior ADMET (Absorbtie,
Distributie, Metabolism, Excretie si Toxicitate) ale compusilor studiati este diagrama radar.

2.2.1 Canabinoide

Pentru a analiza unele proprietati fizico-chimice, cinci canabinoide au fost comparate cu
THC (tetrahidrocanabinol), intrucat acesta este unul dintre cei mai studiati si cunoscuti compusi
si este adesea folosit ca standard de referinta.

o
MoleCule 4paH-307 how Molecules Name
Legends
CP-55840 BBB
MaleCule BWIN 55212-2 o —

Figura 2.5. Diagrama BOILED Egg care evalueazd absorbtia gastrointestinald si penetrarea
barierei hematoencefalice pentru canabinoidele sintetice selectate [14].

in figura 2.12 sunt prezentate diagramele radar care delimiteaza spatiul fizico-chimic
optim pentru biodisponibilitatea orala acelor 5 canabinoide sintetice studiate (CP-55940, WIN
55212-2, JWH-019, JWH-081, JWH-307.
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Figura 2.6. Diagram& radar pentru evaluarea biodisponibilitétii celor 5 canabinoide sintetice
obtinute cu ADMETIab3.0 [81].

2.2.2 Flavonoide
Diagramele radar pentru resokaempferol si tectochrysin sunt prezentate in figura 2.13.

Analizand diagramele radar, putem observa ca resokaempferol are proprietati mai favorabile
pentru biodisponibilitate, decéat tectochrysin.
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Figura 2.7. Diagrama radar pentru evaluarea biodisponibilitatii resokaempferol si tectochrysin
obtinute cu ADMETIab3.0 [81,84].

Analizand diagrama radar din figura 2.14 realizata pentru kaempferol, putem concluziona
ca si acest flavonoid are proprietati care il incadreaza in categoria substantelor biodisponibile.
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Figura 2.8. Diagramé
ADMETIab3.0 [81].

2.3 Aplicarea metodei DFT si a tehnicilor chemometrice in caracterizarea substantelor

biodisponibile

Una dintre metodele computationale din chemometrie utilizate in prezenta cercetare este

radar pentru evaluarea biodisponibilitatii kaempferolului obtinutd cu

teoria functionalei de densitate (Density Functional Theory - DFT).
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2.3.1 Teoria functionalei de densitate ( Density Functional Theory — DFT)

Teoria functionalei de densitate, cunoscuta ca DFT (Density Functional Theory), este una
dintre cele mai utilizate metode in chimia computationala si fizica materiei condensate pentru a
studia proprietatile electronice ale atomilor, moleculelor si solidelor. DFT este esentiala in diverse
domenii, inclusiv in stiinta materialelor, chimie cuantica si biofizica.

2.3.2 Teoremele lui Hohenberg si Kohn

inceputurile DFT (anul 1926) sunt legate de dezvoltarea mecanicii cuantice si a teoriei
structurii electronice. Studiile timpurii au fost influentate de lucrarile lui Schrodinger si Dirac. in
1964, Pierre Hohenberg si Walter Kohn au pus bazele teoretice ale DFT prin doua teoreme
fundamentale. Prima este o teorema de existenta care prezinta energia starii fundamentale a unui
sistem ca un functional al densitatii. A doua teorema ofera un principiu variational si, astfel, cel
putin n principiu, o cale catre cea mai buna densitate: cautarea celei care da energia cea mai
micd, asa cum este cunoscut de decenii in mecanica cuantica bazata pe functia de unda [86].

2.3.3 Formalismul Kohn-Sham

Abordarea Kohn-Sham presupune Tinlocuirea sistemului real de electroni care
interactioneaza cu mai multe corpuri (interactiuni clasice si neclasice), cu un sistem auxiliar de
electroni non-interactivi cu aceeasi densitate ca sistemul fizic si care poate fi redat de o functie
de unda unica avand N orbitali [85].

2.3.4 Functionala hibrida B3LYP

De-a lungul timpului au existat mai multe incercari de aproximare a energiei totale a unui
sistem. Cea mai utilizata si cunoscuta functionala hibrida este B3LYP (Becke, 3-parameter, Lee-
Yang-Parr ) si ofera un mod relativ ieftin si totusi destul de precis de a prezice structurile
moleculare, energiile si frecventele [22,142].

2.4 Andocarea moleculara

Andocarea moleculard (molecular docking) este o tehnica computationala utilizata inca
din 1980, pentru a studia interactiunile dintre molecule, in special pentru a prezice modul in care
doua molecule, de obicei un ligand si o proteina tinta, se leaga intre ele. Aceasta este o metoda
esentiala in descoperirea de medicamente si in bioinformatica, avand aplicatii importante in
designul si optimizarea medicamentelor. Principalul scop al andocarii moleculare este de a
intelege si de a prezice recunoasterea moleculara atat din punct de vedere structural (adica
gasirea modurilor posibile de legare), céat si energetic (adica prezicerea afinitatii de legare) [89].

Structurile 3D ale macromoleculei tinta si ale moleculei mici trebuie mai intéi alese, iar
apoi fiecare structura trebuie pregatita in conformitate cu cerintele metodei de andocare utilizate.
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2.4.1. Prepararea receptorului si ligandului

Unul dintre obiectivele prezentei cercetari este investigarea capacitatii de inhibare a
kinazei PI3Ka si a mutatiei H1047R de catre liganzii nativi VYP si UE9, precum si de catre noii
compusi resokaempferol si tectochrysin.

In acest studiu am realizat andocarea molecularé cu ajutorul a trei programe: AutoDock,
Vina si Glide. Prepararea receptorului si ligandului este un pas care presupune pregatirea
moleculelor receptor si ligand ca date de intrare pentru calculele de andocare, care prezic
orientarile unui ligand Tn interiorul situsului activ al receptorului. Pentru pregatirea receptorilor am
utilizat instrumentele disponibile in Glide si am folosit cadrul sau implicit ,Protein Preparation
Workflow” care include pasii de preprocesare, optimizarea alocarilor de legaturi de hidrogen si
pasii de curatare. Pentru liganzi, pregatirea urmeaza o abordare in general mai simpla, dar
similara cu cea pentru receptori, folosind instrumentele Glide LigPrep impreuna cu Epik din suita
Maestro care presupun corectii, conversii Si optimizari ale structurilor la pH 7.0+2.0 [84,100—-104].

2.4.2 Algoritmi pentru realizarea andocarii moleculare

AutoDock (AD4) utilizeaza un algoritm computational cunoscut sub numele de Lamarckian
Genetic Algorithm (LGA) pentru a simula si prezice modul in care un ligand s-ar putea lega de un
receptor [89,90,105-111].

Vina utilizeaza un algoritm de optimizare globala cunoscut sub numele de Gradient-Based
Local Search Genetic Algorithm pentru a prezice modurile de legare ale moleculelor mici la tintele
lor proteice [90,108,112-116].

Metodologia de andocare Glide XP (dezvoltata de Schrodinger) pe care am utilizat-o
incorporeaza o ierarhie sofisticata de filtre pentru a explora potentialele situsuri de andocare in
cadrul regiunii de legare a receptorului. Glide utilizeaza functia de scor Emodel pentru a diferentia
intre diversi compusi proteina- ligand iar functia GlideScore pentru a clasifica acesti compusi.
Acest sistem de punctaj complex asigura o evaluare cuprinzatoare a potentialilor inhibitori,
evidentiindu-i pe aceia cu caracteristici optime de legare [96,105-107,117-120].
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Capitolul 3. Contributii proprii privind caracterizarea si identificarea flavonoidelor si
canabinoidelor

3.1 Evaluarea potentialului inhibitor al resokaempferol si tectochrysin asupra proteinelor
PI3Ka si H1047R [84]

3.1.1 Analiza structurilor moleculare optimizate ale substantelor studiate

Structurile moleculare studiate ale potentialilor liganzi au fost obtinute din bazele de date
Human Metabolome Database (HMDB) si PhytoChemical Interactions Database (PCIDB)
[121,122] si sunt urmatoarele:

» Flavonolul: 3,7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one (Resokaempferol, ID:
HMDB0034004)
» Flavona: 5-hydroxy-7-methoxy-2-phenylchromen-4-one (Tectochrysin, ID: C00003795)

in figura 3.1 sunt reprezentate structurile optimizate ale compusilor resokaempferol si
tectochrysin. Numerele din structura 3D indica atomii specifici din fiecare molecula. Aceste
etichete numerice sunt utilizate pentru a identifica si diferentia atomii diferiti, oferind claritate Tn
analiza structurii chimice. In mod specific, fiecare numér corespunde unei pozitii unice in cadrul
moleculei, ajutand la intelegerea precisa a aranjamentului lor spatial si a interactiunilor de
legatura.
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Figura 3.1. Structurile moleculare 2D si 3D ale liganzilor resokaempferol si tectochrysin [84].

Structura moleculara a compusului resokaempferol, compus format din 30 atomi,
prezinta 84 de moduri normale distincte de vibratie. Pentru a surprinde aceste dinamici
vibrationale, sunt utilizate 84 de coordonate interne liniare independente, inclusiv 21 de moduri
C-H (numerotate 4 -10, 36 - 42 si 61 -67). Acest ligand prezintd un set variat de coordonate
vibrationale interne, constand din 29 de moduri de intindere (numerotate de la 1 la 29), 28 de
moduri de Tndoire (numerotate de la 30 la 57) si 27 de moduri de torsiune (numerotate 58- 84)..
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Structura moleculara a compusului tectochrysin, compus format din 32 atomi, prezinta
90 de moduri normale distincte de vibratie. Pentru a surprinde aceste dinamici vibrationale, sunt
utilizate 90 de coordonate interne liniare independente Acestea includ 33 de moduri C-H
(numerotate 2 -12, 36 - 46 si 63 - 73). Acest ligand prezintd coordonate vibrationale interne,
reprezentate de 31 de moduri de intindere (numerotate de la 1 la 31), 30 de moduri de indoire
(numerotate de la 32 la 61) si 29 de moduri de torsiune (numerotate 62-90).

Pentru cei doi liganzi am realizat o analiza vibrationala comparativa a gruparilor
functionale reprezentata grafic in figurile 3.4 si 3.5. Graficele superioare (a) prezinta spectrele IR
experimentale, obtinute din masuratori de laborator. Linia rosie reprezinta absorbtia observata,
reflectdnd comportamentul vibrational real al liganzilor in interactiunea cu radiatia IR. Zonele verzi
suprapuse pe datele experimentale corespund regiunilor de grupari functionale identificate in
spectrele teoretice, permitind o comparatie vizuald directa. In schimb, graficele inferioare (b)
prezinta spectrele IR teoretice, unde liniile rosii indica valorile calculate ale absorbtiei pe intregul
interval de numere de unda. Zonele umbrite in verde denota absorbtiile vibrationale ale diverselor
grupari functionale din liganzi, asa cum sunt prezise de calculele chimice cuantice. Aceste spectre
teoretice ofera perspective asupra tranzitiilor vibrationale asteptate pe baza simularilor

moleculare.
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Figura 3.2. Analiza vibrationald comparativd a grupdrilor functionale (verde) in reprezentarea
spectrala a compusului resokaempferol (rosu): (a) spectrul IR experimental si (b) spectrul IR teoretic scalat.
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Figura 3.3. Analiza vibrationald comparativa a grupdrilor functionale (verde) in reprezentarea
spectrald a compusului tectochrysin (rosu): (a) spectrul IR experimental si (b) spectrul IR teoretic scalat.

Din analiza atribuirii modurilor vibrationale ale diferitelor grupari functionale din cei doi
compusi studiati putem deduce cateva informatii referitoare la relatia dintre anumite grupari
functionale si potentialul lor ca liganzi pentru inhibarea proteinelor asociate cu cancerul.

Resokaempferol prezinta grupari de tip eter (Ph-O-C), iar tectochrysin afiseaza grupari
unice de alcani si alchene. Aceste grupari contribuie cu proprietati chimice diferite, cum ar fi
polaritatea si flexibilitatea, care ar putea influenta dinamica generald a legarii. Gruparile
functionale de tip eteri din resokaempferol ar putea spori solubilitatea moleculara, influentand
proprietatile asemanatoare medicamentelor si posibil imbunatatind interactiunea cu regiunile
hidrofobe ale receptorilor. in schimb, grupérile de alcani si alchene din Tectochrysin ar putea
influenta capacitatea ligandului de a patrunde mai adanc in situsurile hidrofobe ale proteinelor.

Potentialul acestor doud molecule ca inhibitori se bazeaza semnificativ pe aceste grupari
functionale si pe capacitatea lor de a interactiona favorabil cu structura proteica. Analizarea
acestor interactiuni asociata cu studii de andocare moleculara si teste experimentale de legare
conduce la stabilirea eficacitatii celor doi compusi ca potentiali inhibitori ai proteinei PI3Ka.

3.1.2 Evaluarea parametrilor electronici ai compusilor folositi in studiu

Parametrii electronici au un rol important in predictia proprietatilor biologice a moleculelor.
Flavonoidele, resokaempferol si tectochrysin, au fost evaluate prin analize chimice teoretice
pentru a evalua potentialul lor ca substante medicamentoase. Utilizdnd metoda B3LYP/6-
311G++(d,p), am obtinut valorile pentru energiile orbitalilor moleculari de frontiera Exowmo Si ELumo
si momentul de dipol (DM) [127].
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Rezultatele prezentate in Tabelul 3.9 ofera o cuantificare detaliata a energiilor orbitalilor
moleculari, in special a energiilor orbitalului molecular ocupat cel mai inalt (HOMO) si a orbitalului
molecular neocupat cel mai jos (LUMO), precum si a gap-urilor de energie (Egap) dintre acestia
pentru ambii liganzi.

Tabelul 3.1. Energiile orbitalilor de frontiera si a diferentei de energie pentru resokaempferol si
tectochrysin [84].

Enomo ELumo Ecap
el (hartree/eV) (hartree/eV) (hartree/eV)’
Resokaempferol - 0,22/- 5,96 -0,08/- 2,17 0,14/3,79
Tectochrysin -0,23/- 6,38 - 0,08/- 2,26 0,15/4,13

"1 Hartree = 27,21 eV/ 219474,63 cm™/ 627,51 kcal/mol
Reprezentarea grafica asociata tabelului 3.9 este Figura 3.6 si ofera o analizé comparativa

a intervalului de energie moleculara pentru resokaempferol si tectochrysin [84].
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Figura 3.4 Analiza compartiva a energiei Egop pentru: (a) resokaempferol si (b) tectochrysin [84].

Diferenta de energie HOMO-LUMO pentru tectochrysin (4,1269 eV) este mai mare decéat
cea a compusului resokaempferol (3,7892 eV). Acest lucru semnifica faptul ca tectochrysin are o
stabilitate chimica mai mare decat resokaempferol si o reactivitate mai mica, intrucat este
necesara o cantitate de energie mai mare pentru a excita un electron de la nivelul HOMO la
nivelul LUMO.
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n tabelul 3.10 sunt centralizate valorile pentru momentele de dipol si polarizabilitatea
fiecarui ligand in parte. Aceste proprietati sunt importante pentru intelegerea interactiunilor
liganzilor cu mediul lor, fie ca este vorba despre un solvent sau un sistem biologic. Valoarea
momentului de dipol al compusului tectochrysin (6,69 debye) este mai mare decéat cea a
compusului resokaempferol (3,47 debye) ceea ce implica o distributie asimetrica a sarcinii
electronilor in molecula putand spori interactiunile cu alte substante polare. Ambii liganzi prezinta
valori similare ale polarizabilitatii, ceea ce indica faptul ca ambele molecule au capacitati
comparabile de a-si deforma norii lor electronici in fata cAmpurilor electrice externe, sugerand
susceptibilitati similare la interactiunile van der Waals [84].

Tabelul 3.2. Momentul de dipol si polarizabilitatea pentru cei doi liganzi [84].

Moment de dipol Polarizabilitatea
Ligand
(Debye) (A°)
Resokaempferol 3,47 32,44
Tectochrysin 6,69 32,21

Datele obtinute referitoare la energiile Enomo, ELumo Si Egap au facilitat determinarea altor
parametri chimici (potentialul de ionizare (IP), afinitatea electronica (EA), rigiditatea chimica (n),
flexibilitatea chimica (o), electronegativitatea (), indicele de electrofilicitate (w)) ale caror valori
sunt inscrise in tabelul 3.11:

Tabelul 3.3. Descriptori moleculari pentru resokaempferol si tectochrysin [84].

Descriptori moleculari Resokaempferol Tectochrysin

(eV) (eV)

IP 5,96 6,38

EA 217 2,26

n 1,89 2,06

o 0,53 0,48

X 4,06 4,32

w 4,35 4,52

Analiza comparativa releva ca tectochrysin prezinta in general valori mai mari in
majoritatea descriptorilor moleculari, indicand o molecula cu o stabilitate chimica mai mare si o
capacitate mai puternica de a atrage si pastra electroni. Aceste atribute sugereaza ca tectochrysin
ar putea manifesta o reactivitate mai scazuta, dar un potential mai mare de a interactiona cu alte
entitati chimice intr-un mod controlat, facandu-l potential mai potrivit pentru aplicatii unde
stabilitatea este cruciald. in schimb, rigiditatea si stabilitatea mai scazute ale compusului
resokaempferol fac ca acesta sa fie mai reactiv, ceea ce ar putea fi avantajos in medii chimice
dinamice [84].

Pentru a completa rezultatele obtinute, am construit harta potentialului electrostatic
molecular (MEP) a fiecarui compus in parte, pentru predictia interactiunilor acestor liganzi cu ioni,
proteine si acizi nucleici. Tn aceste reprezentéri grafice, figura 3.7, gradientul de culoare ilustreaza
potentialul electrostatic de la pozitiv (albastru) la negativ (rosu). Regiunile rosii din jurul atomilor
de oxigen indica zone cu densitate mare de electroni, indicative ale unui potential electrostatic
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negativ, unde atacul electofilic este favorabil. in schimb, regiunile pozitive sunt concentrate in
jurul tuturor atomilor de hidrogen, care sunt cele mai probabile locatii pentru atacul nucleofilic.
Ambele flavonoide prezintd regiuni cu potential electrostatic variabil, ceea ce poate influenta
modul Tn care interactioneaza cu alte molecule, in special in legarea de proteinele tinta din
sistemele biologice. Pe langa intelegerea interactiunilor intermoleculare (ligand-receptor), harta
MEP ofera si o explicatie vizuala a proprietatilor biologice, spre exemplu zonele cu potential
negativ (albastru) sunt adesea asociate cu proprietati antioxidante datorita abilitatii lor de a dona
electroni radicalilor liberi [84].

Molecular Electrostatic Potential (MEP)

RESOKAEMPFEROL

JEE || 5

Figura 3.5. Harta potentialului electrostatic molecular (MEP) pentru fiecare ligand [84].

3.1.3 Prezentarea profilurilor fizico-chimice si farmacocinetice

Analiza profilurilor fizico-chimice si farmaco-cinetice celor doi liganzi (resokaempferol si
tectochrysin) este un alt pas in identificarea lor ca potentiali inhibitori ai proteinei PI3Ka si a
mutatiei sale care reprezinta tintele in terapia anticancer. Diagramele radar (figura 2.13)
prezentate in capitolul 2, sunt completate de datele inscrise in tabelul 3.13. Valorile pentru masele
moleculare ale celor doi compusi (resokaempferol: 270,240 g/mol si tectochrysin: 268.260 g/mol)
arata ca liganzii indeplinesc unul dintre criteriile referitoare la o buna absorbtie si permeabilitate.

Tabelul 3.4. Proprietétile fizico-chimice ale compusilor resokaempferol si tectochrysin.

Proprietati fizico -chimice = Resokaempferol Tectochrysin
Masa moleculara 270,240 268,260
Volum Van der Waals 265,186 273,692
Densitate 1,018 0,979

nHA 5 4
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Resokaempferol pare sa aiba proprietati mai favorabile pentru biodisponibilitate, adica un
numar mai mare de acceptori si donori de legaturi de hidrogen, un TPSA mai mare si un factor
hidrofobic mai bun. Tectochrysin, desi usor mai putin favorabil Tn aceste aspecte, ar putea avea
0 permeabilitate mai bund a membranei datoritd valorii sale mai mari a LogD7.4. in plus,
flexibilitatea sa crescuta ar putea permite o mai buna adaptare la situsul activ al proteinei tinta.
Profilurile fizico-chimice ale ambilor compusi sugereaza ca acestia au potentialul de a fi inhibitori
buni ai PI3Ka, dar eficacitatea lor ar trebui in cele din urma validata prin teste biologice si studii

clinice.

Pentru resokaempferol si tectochrysin, o serie de proprietati chimice ADMET alaturi de
descriptorii moleculari corespunzatori au fost evaluate si interpretate empiric in baza unor
presupuneri specifice, asa cum este detaliat in tabelul 3.14 [84].

Tabelul 3.5. Proprietati ADMET si descriptori moleculari pentru resokaempferol si tectochrysin [84].

. Resokaempferol Tectochrysin
Proprietate
ADMET  Descriptor molecular * Valoare Decizie Valoare Decizie
prezisal empirica prezisa/ empirica
Probabilitate Probabilitate
Caco-2 -5,62 slab -4,78 excelent
Pgp-inhibitor 0,14 (--) excelent 0,96 (+++) slab
Pgp-substrat 0,27 (--) excelent 0,07 (---) excelent
Absorbtie HIA 0,03 (---) excelent 0,01 (---) excelent
F20% 0,32 (-) medium 0,05 (---) excelent
Fao% 0,78 (++) slab 0,45 (-) medium
MDCK -4,85 slab -4,68 excelent
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. Resokaempferol Tectochrysin
Proprietate
ADMET  Descriptor molecular * Valoare Decizie Valoare Decizie
prezisa/ empirica prezisal empirica
Probabilitate Probabilitate
PPB 96,66 slab 98,51 slab
VDss 0,20 excelent 0,77 excelent
Distributie
Penetrare BBB 0,01 (---) excelent 0,2 (--) excelent
Fu 3,33 slab 0,81 slab
CYP1A2 inhibitor 0,75 (++) slab 1,00 (+++) slab
CYP1A2 substrat 0,12 (--) excelent 0,79 (++) slab
CYP2C19 inhibitor 0,25 (--) excelent 0,98 (+++) slab
CYP2C19 substrat 0,001 (---) excelent 0,02 (---) excelent
CYP2C9 inhibitor 0,89 (++) slab 0,038 (---) excelent
Metabolism
CYP2C9 substrat 0,32 (-) mediu 0,98 (+++) slab
CYP2DG6 inhibitor 0,01 (--) excelent 0,81 (++) slab
CYP2D6 substrat 0,75 (++) slab 0,98 (+++) slab
CYP3A4 inhibitor 0,92 (+++) slab 0,98 (+++) slab
CYP3A4 substrat 0,01 (---) excelent 0,01 (---) excelent
CLpIasma 7,14 mediu 5,28 mediu
Excretie
T2 1,49 mediu 0,75 slab
Blocanti ai canalelor excelent
hERG 0,11 excelent 0,13
H-HT 0,40 mediu 0,46 mediu
DILI 0,67 mediu 0,94 slab
Mutagenitatea testului . mediu
AMES 0,55 mediu 0,64
FDAMDD 0,74 slab 0,73 slab
Toxicitate  —gorsibilizarea pielii 0.63 mediu 0,42 mediu
Carcinogenitate 0,79 slab 0,81 slab
Potentialul de a provoca mediu
deteriorari severe ale 0,77 slab 0,32
ochilor
Iritatia ochilor 0,99 slab 0,99 slab
Toxicitatea pentru 0,64 mediu 0,77 slab

sistemul respirator
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Evaluarea ADMET pentru resokaempferol aratd ca, desi anumiti descriptori indica o
absorbtie slaba, altii sugereaza proprietati favorabile. in plus, probabilitatea sa de absorbtie
intestinald umana (HIA) este de 0,03 (---), ceea ce il clasifica ca excelent, sugerand si mai departe
un potential favorabil de absorbtie. Rezultatele mixte din tabelul 3.14 subliniazéd complexitatea
interactiunii factorilor care afecteaza absorbtia si evidentiazéd necesitatea unei evaluari
cuprinzatoare dincolo de descriptorii moleculari singulari. Validarea experimentala suplimentara
va contribui la clarificarea si rezolvarea discrepantelor evidente [84].

Predictia in silico a potentialului de blocare a canalelor HERG de céatre compusii
resokaempferol si tectochrysin sugereaza ca aceste flavonoide ar putea prezenta activitate
cardiotoxica. Aceasta predictie necesita o analiza si interpretare detaliata, avand in vedere mai
multi factori esentiali. De aceea, pasii urmatori in evaluarea acestor compusi ar trebui sa includa
teste electrofiziologice in vitro pe celule cardiace, pentru a verifica potentialul lor de blocare a
canalelor HERG in conditii fiziologice reale [84].

Ambele substante prezinta rezultate mixte in ceea ce priveste indicatorii de toxicitate. Cu
toate acestea, tectochrysin tinde sa prezinte valori ridicate pentru mai multi indicatori de toxicitate,
inclusiv DILI, carcinogenitate si toxicitate respiratorie, ceea ce ar putea limita utilizarea sa din
cauza preocuparilor legate de siguranta. Ambii compusi prezinta potential de iritatie oculara si au
rezultate slabe in evaluarile de corozivitate oculara, indicAnd un risc in aceste domenii
toxicologice specifice.

in ansamblu, tectochrysin, in ciuda profilurilor sale mai bune de absorbtie si distributie,
prezintd provocari semnificative in ceea ce priveste metabolismul si toxicitatea, care ar putea
impiedica dezvoltarea sa ca agent terapeutic sigur. Resokaempferol, cu un profil metabolic mai
favorabil si niveluri mai scazute ale anumitor toxicitati, ar putea oferi o alternativa mai sigura, desi
caracteristicile sale de absorbtie sunt mai putin ideale [84].

O altd analiza comparativa pentru cei doi compusi (resokaempferol si tectochrysin) se
refera la descrierea caracteristicilor specifice chimiei medicinale petru a sublinia potentialul lor ca
liganzi. Rezultatele acestei analize au fost centralizate in tabelul 3.15.

Tabelul 3.6. Analiza comparativa a caracteristicilor de chimie medicinalé si a regulilor toxicofore
pentru resokaempferol si tectochrysin [84].

Resokaempferol Tectochrysin
Chimia
medicinala Valo?rf,\ Decizie empirica Valogr? Dec.lz.lev
prezisa prezisa empirica
Drug-likeness 0,63 slab 0,78 excelent
SAscore 3,08 excelent 3,01 excelent
Fsp3 0 slab 0,06 slab
MCE-18 17 slab 16 slab
NPscore 1,04 mediu 0,95 mediu
Regula Lipinski 0 excelent 0 excelent
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Resokaempferol Tectochrysin
Chimia
medicinala Valo?rf,\ Decizie empirica Valogr? Dec.lz.lev
prezisa prezisa empirica
slab
Regula Pfizer 0 excelent 2 (2 conditii
indeplinite)’
Regula GSK 0 excelent 0 excelent
Triunghiul de aur 0 excelent 0 excelent
PAINS 0 excelent 0 excelent
BMS 0 excelent 0 excelent
NonBiodegradabil 0 excelent 0 excelent
Regula
SureChEMBL 0 excelent 0 excelent

1:2 conditii indeplinite: logP> 3; TPSA < 75;

Desi tectochrysin prezinta o compatibilitate usor mai buna cu caracteristicile de tip
medicament si indeplineste favorabil mai multe criterii de chimie medicinala, acesta ar putea
intdmpina dificultati din cauza profilului sau farmacocinetic, asa cum indica regula lui Pfizer.
Resokaempferol, desi are un scor mai mic ca posibil medicament, nu prezinta aceste probleme
farmacocinetice, beneficind de mai multe avantaje in etapa initiala a dezvoltarii de noi
medicamente. Totusi, ambii compusi pot suporta o optimizare suplimentara pentru imbunatatirea
profilurilor lor ca potentiali agenti terapeutici ce vizeaza proteinele cancerigene si mutatiilor lor
[84].

3.1.4 Andocarea moleculara a structurilor native si a liganzilor de interes pe
receptorii PI3Ka si H1047R

In prezenta cercetare, am folosit structuri cristaline (provenite din baza de date online
RCSB PDB) pentru a efectua studii de re-andocare (,re-docking”) si andocare incrucisata (cross-
docking). Re-docking-ul, cunoscut si sub denumirea de auto-andocare (,self-docking”) a implicat
reproducerea geometriei si orientarii de legare co-cristalizate a liganzilor in contextul unor
structuri macromoleculare rigide. Cross-docking-ul a fost aplicat pentru a examina interactiunile
dintre liganzii studiati, resokaempferol si tectochrysin, cu structurile rigide ale proteinei PI3Ka si
a mutatiei, H1047R.

Studiul de self-docking a fost realizat pentru a explora dinamica interactiunilor si afinitatile
de legare ale perechilor moleculare native. Utilizand structurile cristaline 7K71 si 8TS9 obtinute
din baza de date online RCSB PDB [129], am izolat initial varianta de tip sélbatic a subunitatii
catalitice alfa a fosfatidilinozitolului 4,5-bifosfat 3-kinazei si mutatia sa H1047R folosind software-
ul Chimera X, asa cum este ilustrat in figura 3.10. n continuare, au fost izolati inhibitorii nativi din
aceste structuri obtinute prin raze X, si anume: ligandul VYP (5-(2-morpholin-4-ylpyrimidin-4-
yl)pyrimidin-2-amine) din complexul 7K71 si ligandul UE9 (5 - [ 3 — fluoro—5-(trifluoromethyl)
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benzamido]-N-methyl-6-(2-  methylanilino) pyridine-3-carboxamide) din complexul 8TS9,
utilizand denumirea, sinonimele sau numarul de intrare al acestora [84].

@) (b)

Ho,,
o

NH

#

VYP 844 native ligand UE9 1277 native ligand

(Wild Type) PI3Ka receptor (Mutant H1047R) PI3Ka receptor

Figura 3.6. Reprezentare comparativa a receptorului PI3Ka — perechea de liganzi nativi: (a) tulpina
sdlbaticad cu 2-(morpholin-4-yl)[4,5"-bipyrimidin]-2-amine si (b) mutatia H1047R cu 5-[3-fluoro-5-
(trifluoromethyl)benzamido]-N-methyl-6-(2-methylanilino)pyridine-3-carboxamide [84].

Primul ligand, VYP izolat din complexul 7K71, clasificat ca non-polimer, cuprinde 33 atomi,
35 legaturi, dintre care 12 sunt aromatice, cu o sarcina formala de 0 si fara atomi chirali si este
caracterizat de formula chimica C12H14NsO, avand o masa moleculara de 258.279 g/mol. Cel de
al doilea ligand UE9, este clasificat ca non-polimer, are formula chimica: C22H1sF4N4O2 si 0 masa
moleculara de 446.398 g/mol. El cuprinde 50 atomi, 52 legaturi, dintre care 18 sunt aromatice, cu
o sarcina formala de 0 si fara atomi chirali [130].

Subunitatea catalitica alfa a fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat 3-kinazei, denumita (7K71- baza
de date PDB), este o componenta esentiala in semnalizarea celulara si procesele enzimatice,
incapsuland atribute structurale si functionale cheie. Aceasta proteina, in forma sa salbatica fara
mutatii, consta din 843 de reziduuri de aminoacizi si cuprinde un total de 5886 de atomi. Este
clasificata ca proteind de semnalizare si transferaza, provenind din organismul Homo sapiens
[84].

Cealaltéd tintd biologica, mutatia H1047R apartindnd aceleiasi familii de proteine,
identificata Tn structura cristalina 8TS9, prezinta o structura modificata din punct de vedere
functional. Aceasta tulpina contine 1004 reziduuri de aminoacizi si un total de 16435 atomi.
Similar cu PI3Ka, aceasta varianta provine din Homo sapiens si impartaseste aceeasi familie si
domeniu. Cu toate acestea, se deosebeste de PI3Ka, prin prezenta unui lant proteic unic,
desemnat ca lant A care subliniaza structura sa distincta [84].

Fisierele obtinute din PDB, adesea, necesita corectii inainte de a fi utilizate in andocarea
moleculara, corectii datorate lipsei atomilor sau prezentei moleculelor de apa, probleme ce pot
afecta semnificativ acuratetea simularilor de andocare. Procedura pentru pregatirea receptorilor
pentru andocare a fost prezentata in capitolul 2. In etapa urmétoare, cei doi liganzi au fost pregatiti
folosind instrumentele LigPrep impreuna cu Epik din Maestro Suite, incluzand corectii, conversii
si optimizari ale structurilor la pH 7,0+2,0. O abordare bazata pe proiectarea structurala a
medicamentelor a fost utilizata pentru a identifica siturile de legare pe proteinele tinta, cu scopul
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de a inhiba eficient progresia celulara. Aceste situri de legare au fost obtinute din structurile
cristaline folosind tehnici de corelare manuala prin software-ul PyMol [100-102,131,132].

A doua etapa a studiului a implicat o analiza de cross-docking. In aceasta faz&, am testat
daca cele doua structuri ale proteinei PI3Ka ar putea acomoda cu acuratete liganzi non-nativi,
cum ar fi resokaempferol si tectochrysin, care ar putea servi drept inhibitori potentiali pentru
aceleasi variante ale proteinei. Utilizand structurile cristaline ca referintd, am avut ca scop sa
determinam daca situsurile de legare ale structurilor proteice selectate ar putea facilita andocarea
acestor liganzi. Au fost utilizate aceleasi coordonate ale cutiei grid folosite pentru self-docking,
iar structurile celor doi liganzi au fost pregatite identic conform cu procedurile anterioare [84].

Cele doua structuri moleculare ale proteinei PI3Ka si inhibitorii lor nativi si noi potentiali
inhibitori au fost supuse unui screening virtual prin re-docking si cross-docking utilizand trei
programe computationale: AutoDock, Vina si Glide. O analiza comparativa a re-dockingului, care
a inclus indici ai energiei de legare pentru variantele receptorului PI3Ka, este prezentata in
Tabelele 3.17 pana la 3.19. Aceasta analiza a oferit informatii critice despre dinamica interactiunii
si eficacitatea inhibitorilor in diferite configuratii ale receptorului.

Analiza comparativa (tabelul 3.17) subliniazad nu doar diferentele in eficacitatea fiecarui
ligand, ci si interactiunile distincte in cadrul mediilor proteice. incepand cu VYP, analiza releva
faptul ca acest ligand prezinta o afinitate puternica pentru proteina de tip salbatic, asa cum este
indicat de energia libera de legatura de -8,44 kcal/mol. Acest lucru sugereaza o forma foarte
stabila a complexului.

Resokaempferol prezinta un caz interesant in evaluarea sa ca inhibitor al ambelor variante
de proteina. Acesta arata o afinitate mai mare pentru mutatie (-9.22 kcal/mol) decéat pentru tipul
salbatic (-8.73 kcal/mol), impreuna cu o constanta de inhibitie considerabil mai mica in mutatie
(175.41 nM), subliniind potenta sa sporita si interactiunile mai puternice cu mutatia. Eficienta
ligandului si energia intermoleculara sunt comparabile pentru cele doua forme de proteina ceea
ce sugereaza o dinamica de interactiune consistenta, in ciuda abaterilor structurale semnificative
indicate de valorile ridicate ale RMSD-ului, in special la andocarea de mutatie.

Tectochrysin, studiat pentru ambele forme de proteina, prezinta cele mai slabe energii de
legare dintre liganzii analizati, dar ofera cea mai mica constanta de inhibitie pentru tipul salbatic
(18.60 nM), sugerand o potenta exceptionala in acest context. Parametrii energetici, cum ar fi
energia intermoleculara, energia de rotatie libera si energia sistemului nelegat, raman constante
intre variante, reflectand caracteristici stabile de legare, desi cu abateri structurale notabile, asa
cum este indicat de masuratorile RMSD.

Tabelul 3.7. Analiza comparativa a andocarii moleculare folosind AutoDock : Valorile energiei de
legéatura pentru variantele receptorului [84].

Ligand Cea mai buna configuratie de Receptor
andocare PI3Ka H1047R
Energie libera de legatura (kcal/mol) -8,44 -
VYP
Constanta de inhibare, Ki (nM) 653,08 -
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Ligand Cea mai buna configuratie de Receptor
g andocare PI3Ka H1047R

Eficienta  ligandului  (energie de 044 )
andocare) (kcal/mol) ’
Energie Intermoleculara (kcal/mol) -9,33 -
Energie totala interna (kcal/mol) -0,77 -
Energie electrostatica (kcal/mol) 0,00 -
van der Waals + Legaturi de H +
Energie+ penalizdri de desolvare -9,33 -
(kcal/mol)
Energie libera de torsiune (kcal/mol) 0,89 -
Energia sistemului nelegat (kcal/mol) -0,77 -
RMSD structura de referinta (A) 0,631 -
Energie libera de legatura (kcal/mol) - -8,34
Constanta de inhibare, Ki (nM) - 772,54
Eficienta  ligandului  (energie  de ) 2026
andocare) (kcal/mol) ’
Energie Intermoleculara (kcal/mol) - -10,13
Energie totala interna (kcal/mol) - -1,82

UE9 Energie electrostatica (kcal/mol) - -0,15
van der Waals + Legaturi de H +
Energie+ penalizari de desolvare - -9,97
(kcal/mol)
Energie libera de torsiune (kcal/mol) - 1,79
Energia sistemului nelegat (kcal/mol) - -1,82
RMSD structura de referinta (A) - 12,96
Energie libera de legatura (kcal/mol) -8,73 -9,22
Constanta de inhibare, Ki (nM) 395,76 175,41
Eficienta  ligandului  (energie de 0,44 -0,46
andocare) (kcal/mol)
Energie Intermoleculara (kcal/mol) -9,93 -10,41

Resokaempferol  p,o1qie totala interna (kcal/mol) 1,11 1,09
Energie electrostatica (kcal/mol) 0,00 0,00
van der Waals + Legaturi de H +
Energie+ penalizari de desolvare -9,93 -10,41
(kcal/mol)
Energie libera de torsiune (kcal/mol) 1,19 1,19
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Ligand Cea mai buna configuratie de Receptor
g andocare PI3Ka H1047R
Energia sistemului nelegat (kcal/mol) -1,11 -1,09
RMSD structura de referinta (A) 31,39 33,29
Energie libera de legatura (kcal/mol) -6,45 -6,16
Constanta de inhibare, Ki (nM) 18,60 30,48

Eficienta  ligandului  (energie de

andocare) (kcal/mol) -0.32 -0.31

Energie Intermoleculara (kcal/mol) -7,35 -7,06

Energie totala interna (kcal/mol) -1,03 -1,03
Tectochrysin Energie electrostatica (kcal/mol) -0,1 -0,06

van der Waals + Legaturi de H +

Energie+ penalizdri de desolvare -7,25 -6,99

(kcal/mol)

Energie libera de torsiune (kcal/mol) 0,89 0,89

Energia sistemului nelegat (kcal/mol) -1,03 -1,03

RMSD structura de referinta (A) 32,38 34,39

Analiza comparativd a rezultatelor andocarii moleculare prezentate in tabelul 3.18,
obtinute cu programul Vina [113,116], ofera detalii relevante despre valorile energiei de legatura.
VYP demonstreaza o afinitate puternica pentru receptorul de tip salbatic, cu o energie de legare
de -8,0 kcal/mol, sugerand o interactiune robusta si stabild. In contrast, UE9 arata o afinitate
remarcabil de puternica pentru mutatia H1047R, inregistrand o energie de -11,05 kcal/mol.
Aceasta valoare energetica considerabil mai mica indica o conformatie de legare exceptional de
stabila, evidentiind potenta si specificitatea imbunatatite ale ligandului fata de receptorul H1047R.
Resokaempferol, evaluat in raport cu ambele tipuri de receptori, prezinta o legatura usor mai
puternica cu tipul normal de proteina (wild type) (-8,227 kcal/mol) comparativ cu mutantia (-8,045
kcal/mol). Diferenta mica in energia de legatura sugereaza ca resokaempferol mentine o
interactiune consistenta cu receptorul PI3Ka, indiferent de starea sa mutationala, oferind un profil
terapeutic versatil care ar putea fi eficient intr-o gama mai larga de patologii legate de PI3Ka.
Tectochrysin manifesta o tendinta similara, cu o interactiune marginal mai puternica cu tipul
normal de proteina (-8,254 kcal/mol) decat cu mutatia (-7,844 kcal/mol). Valorile relativ apropiate
ale energiilor de legatura intre cele doua forme indica faptul ca tectochrysin, la fel ca
resokaempferol, ar putea fi, de asemenea, potrivit pentru a viza atat formele normale, céat si
mutatiile receptorului, desi cu o usoara preferinta pentru tipul normal.
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Tabelul 3.8. Analiza comparativa a andocérii moleculare realizata cu software Vina: energiile de
legatura pentru variantele de receptori PI3Ka [84].

Receptor
Cea mai buna Ligand
configuratie de andocare PI3Ka H1047R
Afinitate VYP -8,0 -
(kcal/mol) UE9 - -11,05

Resokaempferol  -8,23 -8,05

Tectochrysin -8,25 -7,84

Informatiile centralizate in tabelul 3.19 au fost obtinute in urma andocarii moleculare
realizate cu programul Glide [84,104]. Pentru legatura VYP — forma normala a proteinei PI3Ka,
parametrul, XP Glide Score, are valoarea -7,52, ceea ce indica o interactiune moderat de
puternica semnificand formarea unui complex ligand-receptor stabil. Valoarea parametrului,
eficienta ligandului in Glide, pentru VYP, este de -0,396, subliniind in continuare eficacitatea
acestuia in ceea ce priveste energia pe atom greu, optimizandu-i designul pentru o legatura
puternica. Pe de alta parte, UE9 demonstreaza o interactiune semnificativd cu mutatia H1047R,
reflectata printr-un scor XP Glide de -10,02. Acest lucru sugereaza o legare exceptional de
puternica si stabild, iar eficienta ligandului in Glide de -0,31 indica o utilizare relativ eficientd a
structurii sale moleculare pentru legarea de receptorul H1047R.

Resokaempferol prezintd o legare robusta atat la forma normala a receptorului, cat si la
mutatie, cu un scor XP Glide de -9,63 pentru forma normala si -7,40 pentru mutatie. Acest lucru
indica o afinitate mai puternica pentru PI3Ka — forma normala, completata de o eficientd mai mare
a ligandului Glide, de -0,48 comparativ cu -0,37 pentru mutatie. Aceste date sugereaza ca
resokaempferol este un ligand versatil, capabil sa vizeze eficient ambele variante ale receptorului,
desi cu o preferintd pentru forma normala. Tectoochrysin a fost evaluat in mod similar pentru
ambii receptori si a obtinut un scor XP Glide de -8,54 pentru forma normala a proteinei iar pentru
mutatie de -6,47. Eficienta ligandului in Glide are valorile -0,43 pentru forma normala si -0,32
pentru mutatie ceea ce sugereaza o utilizare rezonabila a structurii moleculare pentru o legare
eficientd, desi prezinta o afinitate si o eficientd mai buna pentru forma normala a proteinei [84].

Tabelul 3.9. Analizé comparativa a andocarii moleculare utilizand Glide: Valori pentru energiile de
legatura pentru variantele proteinei PI3Ka [84].

Cea mai buni Receptor

Ligand . .
configuratie de andocare PI3Ka H1047R

Scor XP Glide -7,52 -
VYP

Eficienta ligandului in Glide -0,39 -

Scor XP Glide - -10,02
UE9

Eficienta ligandului in Glide - -0,31
Resokaempferol Scor XP Glide -9,63 -7,40
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Eficienta ligandului in Glide -0,48  -0,37

Scor XP Glide -8,54 -6,47
Tectochrysin
Eficienta ligandului in Glide -0,43 -0,32

Rezultatele andocarii moleculare evidentiaza diferentele de afinitate de legare manifestate
de fiecare ligand pe diverse platforme computationale, evaluéndu-le potentialul ca agenti
terapeutici [84]:

» VYP prezintd cea mai mare afinitate de legare fatd de forma normala a receptorului
atunci cand este utilizat AutoDock 4, urmat indeaproape de Vina, in timp ce cea mai putin
eficienta interactiune a fost observata cu Glide.

» UE9 prezinta o afinitate remarcabila pentru mutatia H1047R, obtindnd cea mai
puternica legare in programul Vina, cu scoruri de afinitate ridicate si in Glide si AutoDock 4. Acest
lucru subliniaza potentiala sa eficacitate impotriva unor mutatii specifice ale receptorului;

» Resokaempferol prezinta afinitate pentru PI3Ka — forma normala, obtinand cel mai bun
scor Tn Glide, urmat apoi de AutoDock 4. Totusi, interactiunea lui cu PI3Ka — forma normala a
fost mai putin favorabila utilizdnd programul Vina. In ceea ce priveste andocarea de mutatia
H1047R, valorile cele mai favorabile au fost obtinute cu AutoDock 4, urmate apoi de Vina, insa,
Glide a aratat o eficacitate scazuta a potentialului inhibitor.

» Tectochrysin a demonstrat o afinitate buna pentru PI3Ka — forma normala prin utilizarea
Glide, urmat de Vina, eficacitatea cea mai scazuta obtindndu-se cu AutoDock 4. Referitor la
potentialul sdu de a inhiba mutatia H1047R, cele mai bune rezultate au fost obtinute cu Vina,
urmate de Glide, iar cele mai slabe au fost oferite de AutoDock 4.

Variatiile indicatorilor potentialului de inhibare subliniaza diferentele in modul in care
aceste programe evalueaza interactiunile dintre ligand si receptor. Cu toate aceste variatii, toate
cele trei programe: AutoDock 4, AutoDock Vina si Glide indica rezultate bune in re-docking Si
cross-docking, subliniind potentialul celor doi liganzi (resokaempferol si tectochrysin) de a inhiba
atat forma normala céat si mutatia H1047R a proteinei asociate cu cancerul.

3.1.5 Validarea alinierii structurale si analiza MolProbity

Validarea alinierii structurale cu structura nativa este esentiala in procesul de re-docking
in silico al liganzilor nativi si al altor liganzi propusi, din mai multe motive fundamentale stiintifice
si tehnice. Asigurarea acuratetei modelarii moleculare este esentiala: prin alinierea structurii
proteinei tinta cu configuratia sa nativa, se garanteaza ca modelul molecular utilizat in simulari
este cat mai aproape de starea naturald, oferind astfel rezultate precise si relevante in simularile
de andocare moleculara. Aceasta validare contribuie, de asemenea, la pastrarea integritatii
situsului de legare, adica ne asigura ca situsurile din proteina moodelata corespund cu cele din
structura nativa. O astfel de aliniere este esentiala pentru andocarea corectd a liganzilor,
reflectdnd interactiunile moleculare care pot aparea in vivo [84].

Mai mult, validarea alinierii structurale imbunatateste modalitatea de comparare a
rezultatelor. Aceasta permite o comparatie directa intre rezultatele obtinute pentru liganzii nativi
si cei propusi, eliminand erorile sistematice care ar putea aparea din diferentele de conformatie
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dintre structurile modelate si cele native. in plus, acest proces ajuta la identificarea si corectarea
erorilor care ar fi putut fi introduse in timpul procesului de modelare, cum ar fi distorsiunile
lanturilor laterale, atribuirea incorecta a legaturilor de hidrogen sau prezenta unor reziduuri
neadecvate in situsul activ. Fiabilitatea metodologica este semnificativ imbunatatita prin validarea
alinierii structurale, oferind un standard de referinta pentru evaluarea robustetii metodologiilor de
re-docking in silico. Acest pas de validare asigura ca metodele de simulare si modelare utilizate
sunt atat robuste, cat si repetabile. In plus, garanteaza relevanta biologica a modelului; fara
alinierea structurala, modelul ar putea sa nu reflecte corespunzator contextul biologic al proteinei
tintd. Asigurarea faptului ca structura modelata este relevanta din punct de vedere biologic
permite o evaluare mai realista a potentialului terapeutic al liganzilor studiati [84].

Modelarea precisad a naturii dinamice a conformatiilor proteice ca raspuns la legarea
ligandului reprezinta o provocare in domeniul andocarii proteina-ligand. Pentru a determina
fiabilitatea rezultatelor obtinute din andocare, am aplicat metodologii de aliniere structurala si am
analizat configuratiile rezultate din experimentele de auto-andocare (re-docking) si de andocare
incrucisata (cross-docking). Aceste modele au fost suprapuse pe complexe native co-cristalizate,
oferind un cadru solid pentru validarea integritatii conformationale a interactiunilor prezise.
Aceasta abordare asigura faptul ca simularile de andocare reprezinta fidel dinamica structurala
observata in sistemele biologice.

In acest scop, am utilizat metoda de Aliniere Structurald Pereche (Pairwise Structure
Alignment), folosind instrumentele online disponibile pe platforma RCSB PDB [133]. Alinierea
structurala este o abordare computationala care urmareste sa stabileasca corespondenta intre
reziduurile a doua sau mai multe structuri macromoleculare prin suprapunerea optima a formelor
si conformatiilor lor tridimensionale. Aceasta tehnica include optiuni pentru alinierea structurala
pereche, unde structurile sunt comparate in perechi pentru a determina similitudinile lor spatiale
si conformationale.

In urma aliniamentului structural pereche, valorile parametrilor care descriu similaritatea
structurala au fost centralizate n tabelele 3.20 — 3.23. Rezultatele obtinute din alinierea tuturor
structurilor de referinta sunt caracterizate cantitativ prin mai multi parametri [84,136]:

> abaterea medie pétraticd (RMSD), exprimata in angstromi (A), este calculatad intre
perechile de atomi de carbon alfa din structurile suprapuse. O valoare mai mica a RMSD indica
0 mai buna aliniere structurala intre perechile de structuri, fiind un indice frecvent raportat in
comparatiile structurale. Totusi, RMSD este sensibild la deviatiile din structura locala, iar
reziduurile din buclele care nu sunt bine aliniate sunt, de obicei, excluse din calculul RMSD, care
se efectueaza doar folosind reziduurile care pot fi aliniate eficient;

» scorul modelérii cu sablon (TM-score) este un parametru util pentru a evalua céat de
bine se aliniaza structurile la nivel global si pentru a compara eficient structuri de dimensiuni
diferite, evitdnd sensibilitatea la diferentele locale de structurd care pot influenta alte masuri
precum RMSD. Acest parametru variaza intre 0 si 1, unde 1 reprezinta alinierea perfecta, iar 0 —
nicio potrivire intre cele doua structuri. Un scor TM sub 0,2 sugereaza ca proteinele nu sunt
similare, iar valorile peste 0,5 indica, in general, ca proteinele au aceeasi structura de baza,
adesea clasificate conform unor baze de date precum Scop sau Cath.

» identitate reprezinta procentul de reziduuri pereche in aliniament care sunt identice in
secventa;

» reziduurile aliniate se refera la numarul de perechi de resturi (aminoacizi) care sunt
structural echivalente in aliniament (numarul de aminoacizi care sunt comparati intre structuri
pentru a evalua similaritatea structurala si functionala);
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» lungimea secventei reprezinta numarul total de resturi polimerice in secventa depusa
pentru un anumit lant;

» reziduuri modelate indica numarul de resturi cu coordonate care au fost utilizate pentru
alinierea structurii, oferind informatii despre extinderea modelului acoperit de aliniament.

Tabelul 3.10. Validarea comparativa a aliniamentului structural a structurii cristaline 7K71 cu
rezultatele auto-andocdrii utilizédnd Glide, AutoDock 4 (AD4) si Vina pentru complexul proteina forma
normalé - PI3Ka si inhibitorul nativ VYP [84].

Aliniament structural 7KT71 Glide AD 4 Vina
pereche RCSB PDB Auto-andocare Auto-andocare Auto-andocare

Lant A A A A

RMSD - 0,17 0 0

TM-score - 1 1 1
Identitate - 99% 100% 67%
Reziduuri aliniate - 843 843 843
Lungimea secventei 946 843 843 843
Reziduuri modelate 843 843 843 843

Tabelul 3.11. Validarea comparativa a aliniamentului structural a structurii cristaline 8TS9 cu
rezultatele auto-andocarii utilizdnd Glide, AutoDock 4 (AD4) si Vina pentru complexul mutatia H1047R a
proteinei PI3Ka si inhibitorul nativ UE9 [84].

Aliniament structural 8TS9 Glide AD 4 Vina
pereche RCSB PDB Auto-andocare Auto-andocare Auto-andocare

Lant A A A A

RMSD - 0.17 0 0

TM-score - 1 1 1
Identitate - 99% 100% 100%
Reziduuri aliniate - 1,004 1,004 1,004
Lungimea secventei 1,060 1,004 1,004 1,004
Reziduuri modelate 1,004 1,004 1,004 1,004

Tabelul 3.12. Validarea comparativa a aliniamentului structural a structurii cristaline 7K71 cu
rezultatele andocare- incrucisaté utilizdnd Glide, AutoDock 4 (AD4) si Vina pentru complexul proteina forma
normalé - PI3Ka si posibilii liganzi resokaempferol si tectochrysin [84].

Aliniament structural 7K1 CG',I(;cslz cArgs‘ts (X:)nsas
pereche RCSB PDB Docking Docking Docking
Lant A A A A
RMSD - 0,29 0 0
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TM-score - 1 1 1
Identitate - 99% 100% 67%
Reziduuri aliniate - 843 843 843
Lungimea secventei 946 843 843 843
Reziduuri modelate 843 843 843 843

Tabelul 3.13. Validarea comparativa a aliniamentului structural a structurii cristaline 7K71 cu
rezultatele andocare- incrucisata utilizand Glide, AutoDock 4 (AD4) si Vina pentru complexul mutatia
H1047R a proteinei PI3Ka si i posibilii liganzi resokaempferol si tectochrysin [84].

Aliniament structural 8TS9 (;Grtcslz cArg:s cxi)nsas

TR gz AT docking docking docking

Lant A A A A

RMSD - 0.17 0 0

TM-score - 1 1 1
Identitate - 99% 100% 100%
Reziduuri aliniate - 1,004 1,004 1,004
Lungimea secventei 1,060 1,004 1,004 1,004
Reziduuri modelate 1,004 1,004 1,004 1,004

Toate aceste rezultate subliniaza alinierea reusita si potrivirea identitatii intre perechile
obtinute prin auto-andocare si andocare incrucisaté (cross-docking) cu structurile lor native
corespunzétoare. in functie de programele de andocare utilizate, procentele de identitate intre
perechile aliniate au variat de la 67% la 100%. in plus, valorile RMSD au fost foarte favorabile
(toate sub 2), indicand un grad ridicat de congruenta structurala. De asemenea, scorurile TM au
fost exceptional de ridicate, toate atingdnd valoarea maxima de 1, subliniind precizia si
eficacitatea abordarilor de andocare in replicarea interactiunilor asemanatoare cu cele native. in
concluzie, validarea aliniamentului structural cu structura nativa este un pas esential in procesul
de re-docking in silico. Aceasta asigura acuratetea, comparabilitatea, fiabilitatea si relevanta
biologica a simularilor si evaluarilor efectuate. Acest lucru contribuie semnificativ la increderea in
rezultatele obtinute si sustine deciziile ulterioare in dezvoltarea de noi terapii medicamentoase
[84].

MolProbity este o platforma destinata validarii calitatii structurilor 3D, inclusiv proteine,
acizi nucleici si complexele lor. Aceasta ofera o analizé cuprinzatoare a contactelor atomice
pentru a identifica si rezolva eventualele coliziuni sterice in cadrul moleculelor. De asemenea,
MolProbity furnizeaza diagnostice avansate privind unghiurile diedrale si poate calcula si
reprezenta vizual legaturile de hidrogen si interactiunile van der Waals la interfetele dintre
componente [137].

Analiza a fost realizata evaluand mai multi parametri importanti [137]:
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» Clashscore (Scor de ciocniri sterice): masoara numarul de ciocniri sterice la fiecare
1000 de atomi in model, unde o ciocnire sterica este definita ca o situatie in care atomii sunt mai
aproape unul de altul decat este permis de razele lor van der Waals, indicand posibile probleme
structurale;

» Rotamerii nefavorabili: sunt acele lanturi laterale ale aminoacizilor care nu se
conformeaza pozitiilor rotative energetice favorabile;

» Rotamerii favorabili: reprezinta acele conformatii care se afla intr-o pozitie favorabila
din punct de vedere energetic;

> Valori neobisnuite Ramachandran: sunt reziduuri ale caror unghiuri diedrale de baza
(phi si psi) se afla in zone ale graficului Ramachandran care, in structuri de incredere, sunt rar
ocupate;

» Valori favorabile Ramachandran: se refera la reziduuri care se incadreaza in cele mai
favorabile zone ale graficului Ramachandran;

» Scorul Z al distributiei Ramachandran: este o masura statisticd care reprezinta
abaterea generala a setului de unghiuri diedrale phi-psi de la cele gasite de obicei in structuri de
inalta calitate, oferind o evaluare normalizata a calitatii conformatiei scheletului principal,

» Scorul MolProbity este un parametru general de calitate derivat din analiza tuturor
celorlalte masuri, care rezuma calitatea modelului cu un singur numar, unde valorile mai mici
indica o mai buna integritate structurala.

> Deviatiile CB mai mari de 0,25 A indica locurile in care atomii de carbon beta se abat
semnificativ de la pozitiile lor asteptate, ceea ce poate afecta stabilitatea structurala generala;

» Legaturile incorecte (Bad bonds): sunt indicatori ai legaturilor chimice din proteina care
se abat semnificativ de la valorile asteptate;

» Unghiurile incorecte (Bad angles): sunt indicatori ai unghiurilor de legatura din proteina
care se abat semnificativ de la valorile asteptate ceea ce duce adesea la deformari structurale;

» CaBLAM outliers este un indicator utilizat in special pentru validarea structurilor de
rezolutie scazuta si reprezintd conformatiile necorespunzatoare in structura proteinei detectate
prin metoda C-alpha Based Low-resolution Annotation Method,

» CA Geometry outliers implica abateri in geometria atomilor de carbon alfa, indicand
posibile inexactitati in modelarea proteinei.

Validarea rezultatelor obtinute prin andocare, dupa evaluarea parametrilor a fost
clasificata n trei niveluri: bun, atentie si avertisment. Aceste clasificari se bazeaza pe referintele
standardizate furnizate in ,Key to Table Cutoffs” disponibile pe platforma MolProbity. Aceasta
abordare structurata asigura ca fiecare aspect al structurii moleculare este evaluat conform
reperelor stabilite, permitand o interpretare clara si consistenta a calitatii structurale si a posibilelor
zone de ingrijorare din modelele analizate. Rezultatele acestei analize complexe au fost
prezentate in tabelele 3.24 — 3.29.

Tabelul 3.14. Analiza MolProbity a contactelor si geometriei tuturor atomilor pentru cel mai bun
rezultat obtinut prin auto- andocare intre proteina PI3Ka (forma normald) si inhibitorul nativ VYP

Categorie Parametri Valoare Procent Validare'
Interactiuni Clashscore 0 Bun:  100%  (N=1784, toate
atomi rezolutiile)
Geometria Rotamerii nefavorabili 9 1,18% Atentie: 0,3% < nefavorabili £ 1,5%
proteinei Rotamerii favorabili 738 96,72%  Atentie: 98% > Favorabili = 95%
Valori neobisnuite 2 0,25% Atentie: 0,05% < Defavorabili £ 0,5%
Ramachandran
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Categorie Parametri Valoare Procent Validare'
Valori favorabile 760 96,32%  Atentie: 98% > Favorabili = 95%
Ramachandran
Scorul Z al distributiei -1,46 £ 0,27 Bun: abs(Z-score) < 2
Ramachandran
Scor MolProbity 0,80 Bun: 100% (N=27675, 0A - 99A)
Deviatii CB > 0,25A 1 0,12% Atentie: 0 < nefavorabili < 5%
Legaturi incorecte 0/6,928  0,00% Bun: Legaturi incorecte < 0,01%
Unghiuri incorecte 66/9,335 0,71% Avertisment: Unghiuri incorecte 2
0,5%

Criteriu CaBLAM ouitliers 6 0,7% Bun: nefavorabil = 1%

rezolutie CA Geometry outliers 5 0,62% Atentie: 0,5% < nefavorabili < 1%

scazuta

1 Key to table cutoffs: http://molprobity.biochem.duke.edu/help/validation_options/summary_table_guide.html.

Tabelul 3.15. Analiza MolProbity a contactelor si geometriei tuturor atomilor pentru cel mai bun
rezultat obtinut prin auto- andocare intre mutatia H1047R, a proteinei PI3Ka si inhibitorul nativ UE9.

Categorie Parametri Valoare  Procent Validare'
Interactiuni atomi Clashscore 1,9 Bun: 99% (N=1784, toate
rezolutiile)
Geometria Rotamerii nefavorabili 13 1,43% Atentie: 0,3% <
proteinei Nefavorabili < 1,5%
Rotamerii favorabili 858 94,49%  Avertisment: Favorabili <
95%
Valori neobisnuite 1 0,10% Atentie: 0,05% <
Ramachandran Nefavorabili < 0,5%
Valori favorabile 932 97,29%  Atentie: 98% > Favorabili =
Ramachandran 95%
Scorul Z al distributiei -1,81 +0,25 Bun: abs(Z-score) < 2
Ramachandran
Scor MolProbity 1,21 Bun: 99% (N=27675, 0A -
99A)
Deviatii CB > 0.25A 4 0,42% Atentie: 0 < Nefavorabili <
5%
Legaturi incorecte 0/8,232 0,00% Bun: Legaturi incorecte <
0,01%
Unghiuri incorecte 80/11,100 0,72% Avertisment: Unghiuri
incorecte = 0,5%
Criteriu  rezolutie ~CaBLAM outliers 9 0,9% Bun: Nefavorabili < 1%
scazuta CA Geometry outliers 4 0,41% Bun: Nefavorabili < 0,5%

1 Key to table cutoffs: http://molprobity.biochem.duke.edu/help/validation_options/summary_table guide.html.

Tabelul 3.16. Analiza MolProbity a contactelor si geometriei tuturor atomilor pentru cel mai bun
rezultat obtinut prin cross-docking intre proteina PI3Ka (forma normald) si potentialul inhibitor

resokaempferol
Categorie Parametri Valoare Procent Validare'
Interactiuni atomi  Clashscore 2,33 Bun: 99% (N=1784, toate
rezolutiile)
Geometria Rotamerii nefavorabili 7 0,92% Atentie: 0,3% < Nefavorabili <
proteinei 1,5%
Rotamerii favorabili 732 95,81% Atentie: 98% > Favorabili 2
95%
Valori neobisnuite 1 0,13%  Atentie: nefavorabili> 0,5% si
Ramachandran nr nefavorabili=1
Valori favorabile 761 96,09% Atentie: 98% > Favorabil 2
Ramachandran 95%
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Scorul Z al distributiei -1,91 +0,27 Bun: abs(Z-score) < 2

Ramachandran

Scor MolProbity 1,28 Bun: 99% (N=27675, 0A -
99A)

Deviatii CB > 0.25A 1 0,12%  Atentie: 0 < Nefavorabil < 5%

Legaturi incorecte 0/6,928 0,00%  Bun: Legaturi incorecte <

0,01%

Unghiuri incorecte

67/9,339 0,72%

Avertisment: Unghiuri
incorecte = 0,5%

Criteriu
scazuta

rezolutie

CaBLAM outliers

11 1,40%

Bun: Nefavorabil < 1%

CA Geometry outliers

4 0,50%

Atentie: Nefavorabil < 0,5%

1 Key to table cutoffs: http://molprobity.biochem.duke.edu/help/validation_options/summary_table_guide.html.

Tabelul 3.17. Analiza MolProbity a contactelor si geometriei tuturor atomilor pentru cel mai bun
rezultat obtinut prin cross-docking intre mutatia H1047R si potentialul inhibitor resokaempferol

Categorie Parametri Valoare Procent Validare'
Interactiuni atomi  Clashscore 1,84 Bun: 99% (N=1784, toate
rezolutiile)
Geometria Rotamerii nefavorabili 13 1,43% Atentie: 0,3% < Nefavorabili <
proteinei 1,5%
Rotamerii favorabili 858 94,49%  Avertisment: Favorabil <95%
Valori neobisnuite 1 0,10% Atentie: Nefavorabil > 0,5% si
Ramachandran nr nefavorabili=1
Valori favorabile 932 97,29%  Atentie: 98% > Favorabil 2
Ramachandran 95%
Scorul Z al distributiei -1,81 £ 0,25 Bun: abs(Z-score) < 2
Ramachandran
Scor MolProbity 1,20 BLX]Z 99% (N=27675, 0A -
99A)
Deviatii CB > 0.25A 4 0,42% Atentie: 0 < Nefavorabil < 5%
Legaturi incorecte 0/8,232 0,00% Bun: Legaturi incorecte <
0,01%
Unghiuri incorecte 80/11,100 0,72% Avertisment: Unghiuri
incorecte = 0,5%
Criteriu rezolutie ~CaBLAM outliers 9 0,9% Bun: Nefavorabil < 1%
scazuta CA Geometry outliers 4 0,41% Bun: Nefavorabil < 0,5%

1 Key to table cutoffs: http://molprobity.biochem.duke.edu/help/validation_options/summary_table guide.html.

Tabelul 3.18. Analiza MolProbity a contactelor si geometriei tuturor atomilor pentru cel mai bun
rezultat obtinut prin cross-docking intre proteina PI3Ka (forma normald) si potentialul inhibitor tectochrysin

Categorie Parametri Valoare Procent Validare'
Interactiuni atomi  Clashscore 2,33 Bun: 99% (N=1784, toate
rezolutiile)
Geometria Rotamerii nefavorabili 7 0,92%  Atentie: 0,3% < Nefavorabili <
proteinei 1,5%
Rotamerii favorabili 732 95,81% Avertisment: Favorabil < 95%
Valori neobisnuite 1 0,13%  Atentie: nefavorabili> 0,5% si
Ramachandran nr nefavorabili=1
Valori favorabile 761 96,09% Atentie: 98% > Favorabil 2
Ramachandran 95%
Scorul Z al distributiei -1,91 +0,27 Bun: abs(Z-score) < 2
Ramachandran
Scor MolProbity 1,28 Bun: 99% (N=27675, 0A -

99A)
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Deviatii CB > 0.25A 1 0,12%  Atentie: 0 < Nefavorabil < 5%
Legaturi incorecte 0/6,928 0,00% Bun: Legaturi incorecte <
0,01%
Unghiuri incorecte 67/9,339 0,72%  Avertisment: Unghiuri
incorecte = 0,5%
Criteriu rezolutie CaBLAM outliers 11 1,40%  Bun: Nefavorabil < 1%
scazuta CA Geometry outliers 4 0,50%  Bun: Nefavorabil < 0,5%

1 Key to table cutoffs: http://molprobity.biochem.duke.edu/help/validation_options/summary_table guide.html.

Tabelul 3.19. Analiza MolProbity a contactelor si geometriei tuturor atomilor pentru cel mai bun
rezultat obtinut prin cross-docking intre mutatia H1047R si potentialul inhibitor tectochrysin

Categorie Parametri Valoare Procent Validare'
Interactiuni atomi  Clashscore 1,9 Bun: 99% (N=1784, toate
rezolutiile)
Geometria Rotamerii nefavorabili 13 1,43% Atentie: 0,3% < Nefavorabili <
proteinei 1,5%
Rotamerii favorabili 858 94,49%  Avertisment: Favorabil < 95%
Valori neobisnuite 1 0,10% Atentie: Nefavorabil > 0,5% si
Ramachandran nr nefavorabili=1
Valori favorabile 932 97,29%  Atentie: 98% > Favorabil =
Ramachandran 95%
Scorul Z al distributiei -1,81+0,25 Bun: abs(Z-score) < 2
Ramachandran
Scor MolProbity 1,21 BL’I&I\’IZ 99% (N=27675, OA -
99A)
Deviatii CB > 0.25A 4 0,42% Atentie: 0 < Nefavorabil < 5%
Legaturi incorecte 0/8,232 0,00% Bun: Legaturi incorecte <
0,01%
Unghiuri incorecte 80/11,100 0,72% Avertisment: Unghiuri
incorecte = 0,5%
Criteriu rezolutie _CaBLAM outliers 9 0,9% Bun: Nefavorabil < 1%
scazuta CA Geometry outliers 4 0,41% Bun: Nefavorabil < 0,5%

1 Key to table cutoffs: http://molprobity.biochem.duke.edu/help/validation_options/summary table guide.html.

Analiza celor mai bune perechi moleculare obtinute folosind platforma MolProbity releva
ca majoritatea parametrilor au valori in intervalele optime, subliniind integritatea structurala si
acuratetea compusilor modelati. Scorul MolProbity, care reflecta calitatea generald a modelului,
a fost bun. Cu toate acestea, au fost observate discrepante minore in pozitionarea unor atomi de
carbon beta, sugerand zone care ar putea necesita perfectionari suplimentare. in ceea ce priveste
integritatea legaturilor si unghiurilor, absenta legaturilor necorespunzatoare indica o conectivitate
covalenta perfectd. Totusi, o mica proportie a unghiurilor au fost marcate ca fiind anomale,
necesitand o inspectare mai atentd a configuratiilor unghiurilor in anumite zone ale structurii
proteice pentru a asigura corectitudinea structurald. in general, analiza valideaza stabilitatea
modelelor structurale, cu majoritatea parametrilor ardtadnd o conformitate excelenta fatéa de
standardele asteptate. Putinele zone marcate pentru atentie ofera informatii valoroase pentru
optimizare, avand scopul de a imbunatati precizia simularilor noastre moleculare.

3.1.6 Analiza interactiunilor moleculare

Programele Discovery Studio si PyMOL au fost utilizate pentru vizualizarea si analizarea
interactiunilor dintre inhibitorii nativi respectiv potentialii liganzi si cele doua variante ale proteinei
PI3Ka (forma normala si mutatia sa) [84,132,138]. Aceste instrumente au facilitat examinarea
detaliatd a adnotatiilor bidimensionale, tridimensionale si de suprafata, oferind o perspectiva
complexa asupra modului in care aceste molecule interactioneaza la nivel molecular. Aceasta
abordare nu doar ca a aprofundat intelegerea noastra privind legarea ligandului, dar a si
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evidentiat punctele cheie de interactiune si caracteristicile structurale esentiale din cadrul
complexelor proteice.

in prezentul studiu de andocare moleculard, liganzii andocati la situsurile active de inhibitie
ale proteinelor receptor prezinta o varietate de interactiuni complexe. Aceste interactiuni includ
legaturi de hidrogen conventionale, legaturi de hidrogen carbonice, legaturi acceptor-acceptor
nefavorabile, legaturi pi-pi stivuite, o legatura pi-pi in forma de T, legaturi alchil, legaturi pi-alchil,
interactiuni pi-sulf, legaturi de halogen (fluor) si interactiuni pi-anion. Fiecare tip de interactiune
joaca un rol esential in procesul de andocare moleculara si poate influenta fie pozitiv, fie negativ,
activitatea inhibitorie a liganzilor [84].

Reprezentarile grafice ale interactiunilor dintre proteina PI3Ka (forma normala si mutatia)
si inhibitorii nativi se regasesc in figura 3.11.
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Figura 3.7. Diagrama 2D a interactiunilor dintre inhibitorii nativi si proteina PI3Ka: VYP cu PI3Ka
(forma normald) si UE9 cu PI3Ka (mutatia H1047R) [84].

Reprezentarea tridimensionala a legaturilor de hidrogen (acceptor-donor) si ale
suprafetelor hidrofobe, cu valori variind de la -3 la 3, au fost create pentru a ajuta la vizualizarea
acestor interactiuni moleculare. Acestea ofera o reprezentare detaliata a distributiei spatiale si a
intensitatii interactiunilor, evidentiind zonele critice din cadrul locului de legare (vezi figura 3.12).
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(wild type) PI3ka (mutant H1047R) PI3Ka

vYP UE9

Figura 3.8. Reprezentarea 3D a interactiunilor dintre inhibitorii nativi si proteina PI3Ka: VYP cu
PI3Ka (forma normald) si UE9 cu PI3Ka (mutatia H1047R), subliniind (a) legéturile de hidrogen si (b)
suprafetele hidrofobe [84].

In interactiunea dintre resokaempferol si proteina PI3Ka — forma normala (vezi figura
3.13), ligandul prezinta o varietate de interactiuni de legare la situsurile active de inhibitie. Aceste
interactiuni includ trei legaturi de hidrogen conventionale cu reziduurile VAL 851, GLU 849 si LYS
802, impreuna cu o legatura carbon-hidrogen ce implica reziduul VAL 850. De asemenea, se
observa o legatura pi-sulfur cu reziduul MET 922, definitd ca un tip de interactiune Tn care norul
de electroni m al unui inel aromatic interactioneaza cu atomul de sulf al unui grup tiol, sporind
stabilitatea si afinitatea de legare a ligandului. In plus, se intélneste o interactiune pi-pi in forma
de T cu reziduul TRP 780, caracterizata prin orientarea perpendiculara a doua inele aromatice,
facilitdnd interactiuni aromatice puternice. De asemenea, sunt prezente cinci legaturi pi-alchil,
doua dintre ele fiind cu reziduul ILE 800, doua cu reziduul ILE 932 si una cu reziduul ILE 848,
contribuind la interactiunile hidrofobe care stabilizeaza ligandul in interiorul situsului de legare
[84].
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Figura 3.9. Diagrama 2D a interactiunilor dintre potentialul inhibitor resokaempferol si proteina
PI3Ka (forma normald) si mutatia H1047R [84].

In interactiunea dintre resokaempferol si mutatia H1047R a proteinei PI3Ka, ligandul
formeaza cateva legaturi distincte la nivelul situsurilor active de inhibare. Acestea includ doua
legaturi conventionale de hidrogen cu aminoacizii ASP 1018 si GLY 912, care sunt esentiale
pentru stabilitatea legérii ligandului la situsul activ al proteinei. in plus, ligandul formeaz& dou&
legaturi pi-pi suprapuse cu reziduul TYR 1021, definite ca interactiuni in care doua inele aromatice
sunt paralele intre ele, sporind interactiunile aromatice esentiale pentru afinitatea de legare a
ligandului. De asemenea, doua legaturi pi-alchil cu reziduurile LEU 911 si LEU 938 contribuie la
interactiunile hidrofobe, consoliddnd si mai mult pozitia ligandului (vezi figura 3.13).
Reprezentarea tridimensionala asociata care ilustreaza legaturile de hidrogen si suprafetele de
hidrofobicitate este redata de figura 3.14 [84].

In interactiunea moleculara dintre tectochrysin si proteina PI3Ka (forma normala), ligandul
prezintd o gama complexa de interactiuni de legare la situsurile active (vezi figurile 3.15 si 3.16).
Acestea includ trei legaturi de hidrogen conventionale cu aminoacidul VAL 851, care
imbunatatesc stabilitatea ligandului in interiorul situsului de legare. in plus, existd o legatura
carbon-hidrogen cu aminoacidul VAL 850, contribuind la conformatia generala a legarii. Ligandul
formeaza, de asemenea, doua legaturi pi-sulfur cu aminoacidul MET 922, care sunt interactiuni
ce au loc intre electronii 1 ai unui inel aromatic si un atom de sulf. Acest tip de legatura este
semnificativ in recunoasterea moleculara si poate influenta afinitatea si specificitatea legarii
moleculelor, in special in sisteme biologice [84].
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Figura 3.10. Reprezentarea 3D a interactiunilor dintre potentialul inhibitori, resokaempferol si
proteina PI3Ka (forma normald), respectiv mutatia H1047R, subliniind (a) legéturile de hidrogen si (b)
suprafetele hidrofobe [84].

Exista, de asemenea, o legatura pi-pi in forma de , T’ cu aminoacidul TRP 780, un tip de
interactiune ne-covalenta ce apare intre electronii 1 ai doua inele aromatice, unde un inel este
pozitionat perpendicular pe celalalt, formédnd o forma de ,T”. Aceasta orientare permite
interactiuni intre norii de electroni ai inelelor, contribuind la stabilitatea si specificitatea generala
a complexului molecular. in plus, sunt prezente sase legaturi pi-alchil, dintre care doua implica
aminoacidul ILE 932 si cate una cu fiecare dintre aminoacizii ILE 800, ILE 848, TRP 780 si VAL
850, stabilizand suplimentar ligandul prin interactiuni hidrofobe [84].

In interactiunea dintre tectochrysin si mutatia H1047R a proteinei PI3Ka, ligandul se
angajeaza in diverse interactiuni de legare la situsurile de inhibitie active. Acestea includ o
legatura de hidrogen conventionala cu reziduul ASP 1018, esentiala pentru stabilizarea ligandului
in interiorul locului de interactiune. in plus, sunt formate trei legaturi carbon-hidrogen, dou& cu
aminoacidul GLY 912 si una cu LYS 941, contribuind la integritatea structurala a complexului
ligand-receptor. De asemenea, ligandul formeaza o legatura nefavorabila acceptor-acceptor cu
aminoacidul GLU 1012, care necesita o analiza atenta din cauza potentialului sau de a destabiliza
interactiunea. In plus, existd o legatura pi-pi paraleld cu aminoacidul PHE 1002, care este o
interactiune ne-covalenta ce are loc intre electronii 1 ai inelelor aromatice adiacente. Aceste
interactiuni sunt esentiale pentru stabilizarea structurilor tridimensionale ale moleculelor
biologice, cum ar fi ADN-ul si proteinele, sijoaca un rol semnificativ in procesele de recunoastere
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moleculara. De asemenea, se formeaza o legatura pi-pi in forma de ,T” cu aminoacidul TYR
1021, care imbunatateste interactiunile aromatice esentiale pentru afinitatea ligandului. Profilul
de legare este completat de patru legaturi alchil si pi-alchil cu aminoacizii LEU 812, LEU 938,
PHE 937 si LYS 941, care intensifica interactiunile hidrofobe ce contribuie la eficienta generala a
legarii (vezifigura 3.15). Figura 3.16 este o reprezentare tridimensionala a legaturilor de hidrogen

si suprafetelor hidrofobe [84].
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Figura 3.11. Diagrama 2D a interactiunilor dintre potentialul inhibitor tectochrysin si proteina PI3Ka

(forma normald) si mutatia H1047R [84].
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Figura 3.12. Reprezentarea 3D a interactiunilor dintre potentialul inhibitori, tectochrysin si proteina
PI3Ka (forma normald), respectiv mutatia H1047R, subliniind (a) legéturile de hidrogen si (b) suprafetele

hidrofobe [84].

Tectochrysin
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3.2 Evaluarea potentialului chimic al kaempferolului folosind andocarea moleculara [139]

Flavonoidul kaempferol (3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chroman-4-one), a carui
descriere a fost realizata in capitolele 1 si 2, a fost supus unei cercetari in vederea analizarii
potentialului inhibitor asupra proteinei PI3Ka (forma normala). Structura sa moleculara prezentata
in figura 3.17, a fost optimizata cu ajutorul programului Gaussian 09 [139,140].

Orientarea spatiala a compusului are urmatoarele caracteristici: structura de baza croman
si inelul B sunt plane; gruparea fenol a inelului B este legata la structura de baza croman si
formeaza un unghi de torsiune a (c19-C8-C7-C2) cu valoarea 0,04°; se formeaza doua legaturi
de hidrogen intramoleculare intre atomul de hidrogen H29 al gruparii -OH ( O19-H29) din pozitia
C3 si oxigenul O18 a gruparii carbonil C=0 (C9=018) precum si intre hidrogenul H31 a gruparii
—OH (030-H31) din pozitia C5 care apartin nucleului benzopiran cu acelasi atom de oxigen din
gruparea carbonil a inelului piran C. Legatura intramoleculara formata intre atomul de hidrogen
H29 si cel de oxigen, 018 are o lungime de 1,99 A, in timp ce legatura dintre H31 si O18 are
lungimea de 1,77 A [139].

Figura 3.13. Structura moleculara optimizata cu metoda B3LYP/6-311G(d,p) pentru 3,5,7-
trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-on (kaempferol) [139].

Intrucat cristalind a compusului studiat nu a putut fi obtinuta, am comparat parametrii
teoretici (lungimea legaturilor si unghiurile dintre legaturi) cu parametrii din structura XRD
(structura de raze X) a analogului 5-fluoropyrimidine-2,4(1H,3H)-dione 3,5,7-trihydroxy-2-(4-
hydroxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-one [141]. Parametrii geometrici necesari calcularii erorii
medii patratice (RMSE) au fost obtinuti folosind ,Electronic Supplementary Publication” de la
,Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC-897918)”.

Eroarea medie patratica s-a calculat folosind relatia 24 , unde cu N a fost notat numarul
total al geometriilor, y reprezinta valorile teoretice obtinute prin metoda DFT si ye simbolizeaza
parametrii geometrici din structura XRD [142].

i _iN2
RMSE — ZN (yth ye) (1)

i=1 N

Valorile teoretice si experimentale ale parametrilor geometrici au fost inregistrate Tn tabelul
3.30. Pentru a valida metoda folosita pentru modelare, valorile teoretice ale lungimilor legaturilor
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reprezentate grafic in figura 3.18 si cele ale unghiurilor de legaturd din figura 3.19 au fost
comparate cu valorile experimentale corespunzatoare obtinute din analiza structurala cu raze X.
Din analiza figurii 3.18 reiese ca diferentele dintre valorile teoretice si cele experimentale sunt
foarte mici, cea mai mare diferenta (0.01133) inregistrandu-se pentru legatura C8-C9 iar cea mai
mica (-0.01118) pentru interactiunea C15-O6. Valoarea erorii medii patratice este de 0,00618

[139].
Tabelul 3.20. Centralizarea valorilor teoretice si a celor experimentale pentru kaempferol
Logatura | valori | Valoriteorstice | P8I | perimentale | | BALYPIG:
expel;l(lsgntale 311G(d,p) XRD 311G(d,p)
C2-C1 1,4 1,40665 C3-C2-C1 118 117,8033
C3-C2 1,4 1,40925 C2-C1-C6 121,4 120,8331
C4-C3 1,39 1,38368 C1-C2-C7 122,7 122,0805
C5-C4 1,39 1,39741 C3-C2-C7 119,3 120,1163
C6-C5 1,39 1,39643 C2-C3-C4 120,9 121,4345
C6-C1 1,39 1,38786 C3-C4-C5 120,1 119,9914
C5-05 1,37 1,36103 C4-C5-C6 120,1 119,4572
C2-C7 1,47 1,46284 C1-C6-C5 119,5 120,4806
C8-C7 1,37 1,36706 C2-C7-C8 129 128,5738
C8-C9 1,44 1,45133 C7-C8-C9 120,9 121,5685
C9-C10 1,43 1,43295 C8-C9-C10 117 116,8491
C10-C11 1,4 1,40255 C9-C10-C11 119,5 119,1801
C10-C15 1,42 1,42539 C9-C10-C15 1227 122,014
C11-C12 1,39 1,39044 C11-C10-C15 17,7 118,8059
C15-C14 1,38 1,38559 C10-C11-C12 122,8 121,8649
C12-C13 1,39 1,39655 C11-C12-C13 117.,4 117,9445
C14-C13 1,4 1,40065 C12-C13-C14 122,3 121,9957
C7-01 1,37 1,37618 C13-C14-C15 119 119,559
C13-02 1,36 1,35767 C10-C15-C14 120,8 119,83
C8-04 1,36 1,35535 C6-C5-05 122 122,9768
C9-03 1,26 1,25507 C4-C5-05 117.,9 117,566
C11-01 1,36 1,35751 C2-C7-01 111,1 112,3772
C15-06 1,35 1,33882 C8-C7-01 119,9 119,0489
C7-C8-04 121,4 123,8621
C9-C8-04 117,7 114,5694
C8-C9-03 120,8 118,5407
C10-C9-03 122,3 124,6103
C10-C11-01 120,4 120,6879
C12-C13-02 121,5 121,6981
C14-C13-02 116,2 116,3062
C10-C15-06 119,9 120,2527
C14-C15-06 119,2 119,9173
C7-01-C11 122,1 122,6654
01-C11-C12 116,8 117,4471
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Figura 3.14. Valori teoretice si experimentale pentru lungimile legéaturilor pentru kaempferol [139].

Rezultatele prezentate in figura 3.19 arata ca diferentele dintre valorile teoretice si cele
experimentale ale unghiurilor de legatura sunt mici, cu exceptia a 4 cazuri: C7-C8-04 (2,4°), C9-
C8-04 (3,13°), C8-C9-0O3 (2,25°) si C10-C9-O3 (2,31°). Abaterea medie patratica este
acceptabila, avand o valoare de 1.05942 [139].

XRD (experimental values) ® B3LYP/6-311G(d.p)- theoretical values
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Figura 3.15. Valorile teoretice si experimentale ale unghiurilor de legéturéa pentru kaempferol [139]

Dupa efectuarea optimizarii structurii moleculare a compusului kaempferol, programul
Gaussian 09 s-a dovedit un instrument valoros in calcularea parametrilor electronici (moment de
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dipol (DM) si energiile orbitalilor de frontiera Enomo Si ELumo) generati intr-un fisier cu extensia
.log. Pornind de la valorile obtinute, alti parametri electronici au fost calculati, precum potentialul
de ionizare (IE), afinitatea electronica (EA), rigiditatea chimica (n ), flexibilitatea chimica (o),
electronegativitatea (x) si indicele de electrofilicitate (w) [139,140,142]. Valorile obtinute pentru
parametrii electronici sunt centralizati in tabelul 3.31. Acestia indica distributia electronilor in
molecula si estimeaza reactivitatea chimica, evaluand capacitatea unei molecule de a ceda sau
accepta electroni catre orbitali moleculari de frontiera. Indicele de electrofilicitate, w, cu valoarea
de 4,1 eV depaseste pragul de 2,0 eV ceea ce sugereaza ca ligandul studiat are un puternic
caracter electrofil [139].

Tabelul 3.21. Parametrii electronici calculati pentru kaempferol [139].

Parametrii electronici Kaempferol
G° (Hartree) -1029,06
Momentul de dipol (debye) 4,246
ELumo (eV) -2,04
Enowmo (eV) -5,84
Egep (€V) 3.8

n (eV) 1.9

o (eV) 0,26

X (eV) 3,94

U (eV) -3,94

w (eV) 4,1

IE (eV) 5,84

EA (eV) 2,04

Orbitalul molecular cel mai Tnalt ocupat (HOMO) arata capacitatea unei molecule de a
dona electroni, in timp ce orbitalul molecular cel mai scazut neocupat (LUMO) arata capacitatea
de a accepta electroni [143]. Pentru kaempferol, diferenta dintre energiile Enomo Si ELumo este
caracterizata de parametrul Egq cu valoarea 3,8 eV, indicand o buna reactivitate chimica si se
regaseste reprezentata grafic in figura 3.20.

LUMO 2.4 eV

I-I MO

Egup™ 3.8 ¢V

-584 ¢V

} HOMO

HOMO

Figura 3.16. Distributia de sarcind a orbitalilor de frontierd HOMO si LUMO pentru structura
optimizata a kaempferolului [139].
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Pentru generarea diagramei de potential electrostatic molecular (MEP) a fost utilizat
software Avogadro [144,145]. Reprezentarea tridimensionala , ilustreaza polaritatea relativa a
kaempferolului si situsurile active potentialului electrostatic molecular din figura 3.21 predispuse
la atacurile electrofilice respectiv nucleofilice. Regiunile cu potential electrostatic negativ
(albastru) sunt situsuri active pentru un posibil atac electrofilic si se regasesc in jurul atomilor de
oxigen care apartin gruparilor hidroxil si carbonil precum ti in jurul atomilor de oxigen din inelul C
piran. Regiunile cu potential electrostatic pozitiv (rosu) sunt localizate n jurul atomilor de hidrogen
reprezinta situsuri active pentru un posibil atac nucleofilic [139].

lrnuar
L] - ‘ ‘
I-DNP I -

Figura 3.17. Harta MEP pentru kaempferol [139]

Andocarea moleculara a fost realizatd pentru a stabili interactiunile dintre potentialul
inhibitor (kaempferol) si macromolecula reprezentatad de proteina PI3Ka. Cu ajutorul software
AutoDock Vina s-a efectuat o andocare flexibila in care ligandul efectueaza miscari
translationale, rotationale si torsiuni intra-moleculare [113,114]. Aceasta abordare permite
identificarea celei mai avantajoase conformatii in situsul activ al proteinei PI3Ka, in timp ce
receptorul a fost considerat fix [139].

Prepararea macromoleculei receptor si a ligandului a presupus pargurgerea unor etape
cu ajutorul programului Gaussian 09 si AutoDock Tools: generarea pentru proteina a unui fisier
cu extensia .pdbqt; cautara positiei optime pentru cutia grid, optimizarea structurii ligandului
folosind metoda computationald DFT/B3LYP/6-311G (d,p); crearea pentru ligand a fisierului cu
extensia .pdbqt; generarea fisierului conf.txt care contine toate informatiile necesare andocarii,
rularea programului AutoDock Vina si vizualizarea rezultatelor. Structura proteinei a fost preluata
din baza de date online, ,Protein Data Bank” [88,113,139,146,147].

Ca urmare a legarii kaempferolului Tn situsurile active ale proteinei PI3Ka, s-a format un
complex stabil kinaza-ligand cu o valoare a energiei de legatura de -8.1 kcal/mol (figura 3.22).
Interactiunile ligandului cu aminoacizii vecini din situsul activ al proteinei sunt reprezentate in
figura 3.23. Se poate observa ca ligandul prezinta legaturi polare (atom de hidrogen cu
aminoacizii SER854A si ASP810A), nepolare (interactiuni hidrofobe cu ILE932A si TRP780A) si
pi-cation cu LYS802.
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Figura 3.18. Reprezentarea in functie de polaritate a compusului kaempferol andocat in situsul

activ al proteinei PI3Ka.
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Figura 3.19. Reprezentarea interactiunilor substantei kaempferol cu aminoacizii vecini [139].

Pentru a evalua potentialul de inhibare a kinazei PI3Ka de catre kaempferol, am ales (2S)-
1-N-[4-metil-5-[2-(1,1,1-trifluoro-2-metilpropan-2-il) piridin-4-il]-1,3-tiazol-2-il]pirrolidin-1,2-
dicarboxamida drept standard, cunoscut sub numele de alpelisib, care are un IC50 = 5,0 + 0,01
nM [148].

Reprezentarea andocarii ligandului standard alpelisib si al potentialului ligand, kaempferol,
n situsul activ al proteinei PI3Ka este redata de figura 3.24. Din aceasta figura, se poate observa
ca ligandul supus analizei si cel standard aproape se suprapun in situsul activ al kinazei [139].

Figura 3.20. Andocarea substantei kaempferol si a alpelisibului in situsul activ al proteinei PI3Ka [139].
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Deoarece kaempferol are o energie de legatura (-8.1 kcal/mol) mai mare decat cea a
ligandului standard (-9,1 kcal/mol) se poate afirma ca ligandul studiat formeaza cu macromelcula
proteica un complex mai putin stabil [139]. Alpelisib este un medicament folosit in terapia
anticancer, cu o activitate inhbitorie [139,149]. De aceea putem afirma ca ligandul investigat poate
fi considerat un potential inhibitor al kinazei PI3Ka, dar cu activitate medie.

3.3 Studii experimentale si computationale ale 3-(Nmorpholinylcarbodithioate)-2-(4-
methoxyphenyl)chroman-4-one flavanona cu potentiale proprietati terapeutice [59]

Flavanona sintetica, 3-(Nmorpholinylcarbodithioate)-2-(4-methoxyphenyl)chroman-4-one
(figura 3.25), a fost analizata din punct de vedere al potentialulului chimic si al biodisponibilitatii
orale pentru a demonstra puternicul caracter electrofilic putand fi astfel utilizata in alte studii din
domeniul designului de medicamente.

OCHg

Figura 3.21. Structura moleculard a 3-(N-morpholinylcarbodithioate)-2-(4-methoxyphenyl)chroman-4-
one [59].

Caracterizarea structurala si vibrationala a acestei flavanone sintetice a fost realizata prin
efectuarea unor calcule mecanice cuantice in starea fundamentala, utilizand mai multi functionali
hibrizi (B3LYP, PBE1PBE, CAM-B3LYP si wB97X-D) in combinatie cu acelasi set de baze, si
anume 6-311G(d,p) [59]. Flavanona investigata a fost obtinuta ca un amestec de diastereoizomeri
anti (figura 3.26) si sin (figura 3.27), componenta majoritara fiind izomerul anti [59].

Figura 3.22. Structura optimizatd si numerotarea atomilor anti izomerului 3-(N-
morpholinylcarbodithioate)-2-(4-methoxyphenyl)chroman-4-one, folosind metoda B3LYP/6-311G(d,p) [59].
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Figura 3.23. Structura optimizatd si numerotarea atomilor syn izomerului 3-(N-
morpholinylcarbodithioate)-2-(4-methoxyphenyl)chroman-4-one, folosind metoda B3LYP/6-311G(d,p) [59]

Tn urma testarii celor patru functionale hibride: B3LYP, PBE1PBE, CAM-B3LYP si wB97X-
D in corelatie cu 6-311G(d,p), am putut concluziona ca parametrii geometrici obtinuti cu
B3LYP/6-311G(d,p) sunt in concordantd cu cei obtinuti experimental din structura XRD. De
asemenea numerele de unda din spectrul teoretic sunt corelate cu cele experimentale. A fost
realizata o atribuire detaliata a PED pentru toate benzile de absorbtie IR. Deplasarile chimice
teoretice pentru "*C si 'H (fatd de TMS) au fost comparate cu cele experimentale. Acestea au
aratat o foarte buna concordantd in cazul metodelor WP04/6-311++G(d,p) si PBE1PBE/6-
311++G(d,p) pentru **C si in cazul metodei WP04/6-311++G(d,p) pentru 'H. De asemenea, au
fost determinate valorile pentru o serie de descriptori moleculari pentru a caracteriza interactiunile
sterice, hidrofobe/hidrofile si electronice dintre un compus si receptorul sau biologic. Valorile
obtinute pentru parametri au demonstrat ca flavanona este stabila si are o reactivitate chimica
scazuta. Valoarea momentului de dipol (3,15 debye pentru anti izomer si 3,80 debye pentru syn
izomer) se situeaza intre 3 si 5 debye, ceea ce sugereaza ca flavanona are abilitatea de a
interactiona cu nelegate cu un receptor. Indicele de electrofilicitate (3,61eV pentru anti izomer si
3,49 ev pentru syn izomer) subliniaza caracterul puternic electrofil al celor doi izomeri. Distributia
sarcinii orbitalilor de frontierda HOMO si LUMO pentru anti izomer indica o separatie datorata, cel
mai probabil, prezentei unei singure legaturi intre atomii de carbon (C2-C3) (figura 3.28) [59].

LUMO Erumo =-1.80eV

Egep=4.06 eV

Enowo =-5.86 eV

HOMO

Figura 3.24. Distributia de sarcind a orbitalilor de frontierd HOMO si LUMO pentru structura
optimizata a anti isomer of 3-(N-morpholinylcarbodithioate)-2-(4-methoxyphenyl)chroman-4-one [59].
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Biodisponibiltatea flavanonei a fost indicata de diagrama radar in care sunt reprezentati
sase parametri fizico-chimici. Valorile acestora (XLogP3 = 3.68, MW = 415.53 g/mol, TPSA =
105.39 A? log S(ESOL) = - 4.72, fraction Csp® = 0.33 and RotB = 5) c& flavanona are
biodisponibilitate orala si proprietati adecvate de tip drug-likeness pentru a fi un potential
medicament [59].

3.4 Metode de automatizare a detectiei canabinoidelor [150]

Dependenta poate capata mai multe forme legale (dependenta de nicotina, alcool,
cafeina, utilizarea excesiva a calculatorului, jocurilor pe diverse dispozitive electronice) sau
ilegale (prin consum de droguri) si din nefericire tendintele adictive nu cuprind doar populatia
adulta ci si adolescentii. Organizatii, precum UNODC, evidentiaza faptul ca piata drogurilor s-a
transformat si s-a adaptat noilor restrictii impuse de pandemia COVID-19, retelele de traficanti
dezvoltadnd nu doar noi metode de distributie a tuturor tipurilor drogurilor ci si noi substante. Astfel
devine necesar ca, la nivel mondial, lupta autoritatilor impotriva distributiei de droguri sa
presupuna mai multe directii, printre care si identificarea sau detectia substantelor noi aparute pe
piata ilicita.

Obiectivul acestei cercetari a fost dezvoltarea unor retele neuronale convolutionale
profunde (DCNN) in vederea detectiei si identificarii substantelor de abuz cu accent pe
canabinoidele sintetice. in acest studiu au fost utilizate doud modele de inteligenta artificiala:
Autoencoder Convolutional (CAE) pre-antrenat si Vision Transformer (ViT-B/32), testandu-se
algoritmi de optimizare pentru imbunatatirea performantei modelului, subliniindu-se, astfel,
avantajele metodelor inovatoare de transfer de invatare care combina tehnici nesupravegheate
si supravegheate cu preprocesarea datelor spectroscopice [150,151].

Spectrele ATR-FTIR folosite Tn aceasta cercetare au fost preluate din baza de date
pyDETECT-FTIR, care contine date din biblioteci spectrale publice, si apoi validate independent
prin metode analitice independente. Aceste spectre au fost convertite in imagini monocromatice
(tip .bmp) pentru a antrena si rafina retele neuronale convolutionale profunde (DCNN-uri). Doua
biblioteci spectrale principale au fost create: una non-forensic cu 11.000 de imagini pentru pre-
antrenarea CAE si una forensic cu 10.425 de imagini pentru antrenarea DCNN-urilor pe substante
de abuz. Imaginile spectrale au fost impartite in trei clase: clasa 1, care contine 125 imagini ale
canabinoidelor sintetice de tipul JWH, clasa 2 contine imagini contine canabinoide clasice iar
clasa 3 este formata din substante diverse de tipul psihedelice, piperazine, disociative,
empatogene, stimulente, sedative, medicamente eliberate pe baza de reteta [150].

Evaluarea si optimizarea modelelor au presupus analiza unor functii de pierdere precum
ross-entropy si focal loss, dar si testarea unor tehnici de optimizare: Adaptive Moment Estimation
(ADAM), Stochastic Gradient Descent (SGD), Sign Stochastic Gradient Descent (Sign SGD) si
Root Mean Square Propagation (RMS Prop) [150]. Asigurarea cantitativa a arhitecturilor de
inteligenta artificiala s-a facut prin folosirea unui instrument al software-ului Wolfram Mathematica
v.13.2, esential in calcularea si vizualizarea indicilor de clasificare. Astfel au putut fi inregistrate
informatii referitoare la dinamica antrenamentului, de exemplu pierderi, performanta
[150,152,153]. Rezultatele obtinute prin dezvoltarea de DCNN, prezinta o importanta deosebita
in identificarea, clasificarea, recunoasterea canabinoidelor sintetice avand relevanta in domeniul
criminalisticii.
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Capitolul 4. Concluzii generale si directii viitoare de cercetare si dezvoltare

Cercetarea realizata in cadrul acestei teze de doctorat a avut drept obiectiv principal
identificarea substantelor biodisponibile pentru a contribui la optimizarea si eficientizarea
proceselor de productie. Astfel activitatea de cercetare a fost orientata in doua directii principale:

» utilizarea instrumentelor computationale avansate de prelucrare a spectrelor IR si a
descriptorilor moleculari a patru substante biodisponibile din clasa flavonoidelor in vederea
optimizarii tehnicilor de identificare a compusilor cu potential terapeutic ridicat, eficientizand,
astfel, procesul de proiectare a medicamentelor;

> identificarea si clasificarea substantelor biodisponibile din clasa canabinoidelor
sintetice de tipul JWH, prin dezvoltarea de retele neuronale convolutionale profunde (DCNN).

Prima directie de cercetare pentru identificarea substantelor biodisponibile din clasa
flavonoidelor a presupus:

» optimizarea structurilor moleculare preluate din baze date publice prin compararea
spectrelor modelelor teoretice cu spectrele experimentale. Comparand patru tehnicii
computationale de optimizare a structurilor moleculare, am obtinut cele mai bune concordante
intre parametrii geometrici teoretici si cei experimentali folosind functionala hibridd B3LYP/6-
311G(d,p);

» caracterizarea acestor substante prin crearea profilurilor fizico-chimice si determinarea
descriptorilor moleculari care sa le sublinieze caracterul biodisponibil, incadrandu-le la substante
ce pot fi utilizate ca medicamente. Rezultatele obtinute pentru cele patru flavonoide (doi compusi
naturali si doi compusi sintetici) sustin caracterul lor biodisponibil;

» identificarea lor ca posibili inhibitori ai proteinei PI3Ka, utilizand andocarea moleculara.
Compusii studiati, resokaempferol si tectochrysin, au obtinut rezultate bune Tn urma andocarii cu
trei programe diferite (AutoDock, AutoDock Vina si Glide) pentru doua proteine din familia kinazei
PI3Ka (forma normaléd si mutatia H1047R). Originalitatea si importanta cercetarii deriva din
explorarea acestor substante ca potentiali inhibitori ai acestor doud proteine, fapt ce poate
contribui cu perspective esentiale in dezvoltarea unor noi terapii tintd pentru tratamentul
cancerului. Posibilele interactiuni ale kaempferolul cu receptorul kinaza-PI3Ka au demonstrat
potentialul sau antioxidant (adica abilitatea de inhibare a kinazei PI3Ka de catre kaempferol,
utilizadnd alpelisib ca standard cu IC50 = 5.0+0.01 nM) si, astfel, potentialul sau inhibitor in
tratamentul cancerului.

A doua directie de cercetare a urmarit:

> realizarea profilurilor fizico-chimice a cinci canabinoide sintetice si compararea lor cu
THC, principalul compus activ al canabisului, pentru a stabili caracterul biodisponibil al acestora.
Rezultatele obtinute arata biodisponibilitatea lor orala, dar si o tendinta crescuta de a se acumula
in medii lipidice si mai putin apoase;

> dezvoltarea de retele neuronale pentru identificarea si caracterizarea canabinoidelor
sintetice. Rezultatele obtinute demonstreazé ca metodele inovatoare de invatare prin transfer
coroborate cu pre-procesarea datelor spectroscopice ofera beneficii semnificative in detectia
rapida si eficienta a canabinoidelor sintetice ca substante interzise.

Directii viitoare de cercetare si dezvoltare
Referitor la directiile viitoare de cercetare si dezvoltare, luam in consideratie urmatoarele:

> identificarea altor compusi din clasa flavanoidelor, deoarece reprezintd o resursa
dietetica semnificativa pentru oameni, iar structurile lor moleculare diverse, functionalitatea lor
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unica, profilurile farmacologice bogate le-au transformat in tinte valoroase pentru designul de
medicamente;

» utilizarea dinamicii moleculare pentru studii aprofundate ale potentialului inhibitor
asupra proteinelor responsabile de aparitia cancerului,

» evaluarea potentialului inhibitor al flavonoidelor asupra altor proteine, precum COX
(ciclooxigenaza) implicata in procesele inflamatorii;

» studierea canabinoidelor ca potentiali agenti terapeutici in tratamentele anticancer;

> elaborarea de alte modele de clasificare care sa permita includerea si altor categorii de
canabinoide.
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