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3) Vsebinsko porocilo

. Opis raziskovalnega projekta

Opis predmeta raziskovalnega projekta in dosezZenih ciljev ter rezultatov (do 700 znakov)

Cilj 1 je bil nepremenjen in je v celoti izveden in celo razsirjen. Cilja 2 in 3 pa sta bila spremenjena v
soglasju z MIZS in uspesno izvedena. Glavni rezultati projekta so &lanki, objavljeni v revijah s

faktoriem vpliva:

- ROZMAN Kaja, ALEXANDER Evan M., OGOREVC Eva, SOSIC lIzidor, ALDRICH Courtney C.,
GOBEC Stanislav. Targeting protein degradation in M. tuberculosis: Psoralen Derivatives as Inhibitors
of Mycobacterium tuberculosis Proteasome. Molecules.

- JUKIC Marko, HRAST Martina, PATIN Delphine, OGOREVC Eva, BARRETEAU Héléne, GOBEC




Stanislav. Virtual Screening Approach and Biochemical Evaluation on MurB. Chemical Data
Collections.

- OGOREVC Eva, SCHIFFRER Eva Shannon, SOSIC Izidor, GOBEC Stanislav. A patent review of
immunoproteasome inhibitors. Expert opinion on Therapeutic Patents, 2018.

Il. Predstavitev raziskovalnega projekta (izvedba)

Predstavitev izvedenega raziskovalnega projekta (realizacija): predstavitev dosezenih rezultatov,
ciliev/mejnikov skladno s prijavno viogo, morebitna odstopanja s pojasnili (kak$ni ukrepi so bili sprejeti
za odpravo tezav, ter kak3en vpliv ima predstaviieno na naértovan projekt), sodelovanje z
gospodarskim subjektom (potek sodelovanja, doseganje v prijavni viogi naCrtovanega obsega,
pojasnila o morebitnem odstopanju), pojasnilo glede nagina zagotavljanja splosnega razsirjanja
raziskovalnih rezultatov, skladnost s predmetom, cilji in namenom javnega razpisa.

(kljuéni rezultati/mejniki so oznaceni odebeljeno)

V prvem obdobju projekta (junij — december 2017) je delo v celoti potekalo v raziskovalni organizaciji,
na Fakulteti za Farmacijo Univerze v Ljubljani (UL FFA) in sicer skladno s drugim in tretjim ciliem
predstavljenega projekta. Zaposlena raziskovalka se je najprej seznanila s standardnimi postopki v
laboratorijih UL FFA, nato pa se je posvetila preu¢evanju vioge imunoproteasoma (IP) in proteasoma
(CP) pri kroniéni limfocitni levkemiji (KLL). V ta namen je testirala izrazanje IP in CP in sicer pri zdravih
humanih limfoblastnih celignih linijah LCL, pri celiénih linijah, pridobljenih iz bolnika s KLL (MEC 1 in
MEC2) in tudi pri klini¢nih vzorcih 50 bolnikov s KLL. 1z vzorcev smo izolirali RNA, nato sintetizirali
cDNA ter nivo izraZanja IP ter CP podenot ovrednotili z metodo qPCR.

Rezultati so pokazali, da je pri bolnikih s KLL poveéano izrazanje imunoproteasomskih
podenot B1i in B2i v primerjavi s proteasomskimi podenotami 1 in p2.

V zvezi s 3. ciliem projekta smo sklepali, da bi pove&anje izrazanja IP podenot pri celicah in vitro
olajsalo analizo in validacijo IP kot tarée. Ker mislimo, da se izraZzanje IP pri vnetnih procesih oziroma
pod vplivom vnetnih citokinov lahko pove¢a, nas je zanimalo ali bo tretiranje s provnetnima citokinoma
Interferonom gama (IFNy) in Tumorje-nekrotizirajo¢im faktorjem-a (TNF-a) vplivalo na razmerje v
izrazanju IP/CP podenot pri celi¢nih linjah MEC1 in MEC2. Celi¢ni liniji MEC1 in MEC 2 smo gojili v
kulturi pri razli¢nih koncentracijah IFNy in TNF-a in po treh razliénih ¢asovnih tockah najprej preverili,
ali tretiranje s citokinoma vpliva na prezivetje celic (test MTS), po istih ¢asovnih toCkah pa smo iz
kulture tudi izolirali RNA, nato sintetizirali cDNA (PCR) in nivo izrazanja IP ter CP podenot ovrednotili z
metodo qPCR.

Statistine analize dobljenih rezultatov so potrdile, da tretiranje s citokini, Se posebej z IFN-y,
privede do povecanja iP podenot pri celicah MEC1 in MEC2, kar nakazuje, da je tak sistem
primeren za uporabo v okviru naSega naslednjega cilja — testiranja selektivnih zaviralcev iP.

Celicam MEC1 in MEC2, ki so bile pred-tretirane z IFN-y, smo v kulturo dodali Ze uveljavljena in
komercialno dostopna proteasomska zaviralca bortezomib in PR-957. Bortezomib je neselektivni
zaviralec CP in IP, PR-957 pa naj bi bil selektiven za IP. Ugotovili smo, da je zaviranje IP in CP
skupaj bolj u¢inkovito (bortezomib) kot zaviranje samo ene vrste proteasoma (PR-957).

Januarja in februarja 2018 je delo v celoti potekalo v raziskovalni organizaciji, na Fakulteti za
Farmacijo Univerze v Ljubljani (UL FFA) in sicer smo se posvetili Studiju patentne literature, pisanju
¢lanka, urejanju podatkov in pripravi slikovnega materiala za namen objave preglednega ¢lanka. Po
dveh mesecih intenzivhega dela je bil clanek z naslovom A patent review of
immunoproteasome inhibitors pripravljen in poslan v mednarodno revijo Expert opinion on
therapeutic patents.

Od marca do avgusta 2018 je delo v celoti potekalo v raziskovalni organizaciji na Fakulteti za
Farmacijo Univerze v Ljubljani (UL FFA) sicer v skladu s prvim ciljem predstavljenega projekta.

Nove nepeptidne zaviralce B5i podenote imunoproteasoma smo nacrtovali z uporabo dveh razli¢nih a




komplementarnih pristopov, in sicer, z nadrtovanjem na osnovi strukture tarée in z nacrtovanjem na
osnovi strukture liganda. Pri prvem pristopu smo izvedli virtualno reSetanje, pri drugem pa smo
poskusali zamenjati osnovni skelet Ze znanega nepeptidnega zaviralca (5i podenote
imunoproteasoma ob ohranitvi kljuénih farmakofornih elementov. V prvi iteraciji smo najprej pripravili
ustrezno knjiznico spojin, pri cemer smo se omejili na dobavljive spojine in tako pripravili zaCetno
knjiznico s 6.400 000 kemijskih struktur. Nato smo izvedli nekaj zaporednih korakov filtriranja struktur z
uporabo ragunalni$kega orodja FILTER proizvajalca OpenEye. Osnovni parametri filtriranja so bili
slededi: 5 < C atomi < 35; 250 < MW < 800; moderate minimum solubility parameter FILTER orodja
(tezko-topne spojine (lipofilne ali molekule z veliko molsko mas); eliminacija tezkih kovin; dovoljeni
elementi: H, C, N, O, F, S, Cl, Br, |, P in tako zagotovili pripravo kemijskega prostora, podobnega
zdravilnim uéinkovinam. Iz knjiznice smo dodatno odstranili eksperimentalno-dolocene in predvidene
agregatorje, spojine z napakami v strukturi ter spojine z reaktivnimi funkcionalnimi skupinami kot so
acil halidi, peroksidi, sulfonil halidi, iodozo, iodiksi spojine, acil cianidi, acil hidrazidi, alfa-halo amini in
alfahalo ketoni, anhidridi, azidi, aziridini, ditioacetali, hidrazidi, nitrozo spojine, N-P-S halidi ter triazini.
V zadnjem koraku smo odstranili promiskuitetne spojine (PAINS - Pan-assay interference
compounds). Tako smo pridobili pridobili za¢etno knjiznico, ki je vsebovala 3 731 096 kemijskih
struktur.

Nadalje smo pripravili 3D knjiznico spojin kjer smo $e za vsako strukturo v knjiznici izracunali
minimizirano 3D strukturo (z uporabo OPLS3 polja sil), mozZnost tavtomernih struktur, pripravili ali
popravili ionizacijska stanja posameznih spojin (parameter pH = 7.4) ter generirali tudi opticno Ciste
strukture ob spojinah kjer nastopajo nedefinirani kiralni centri z uporabo ra¢unalniSkega orodja
LigPrep proizvajalca Schrédinger. Tako smo pripravili 3D knjiznico z 8 190 951 kemijskimi strukturami.
Ker smo Zeleli identificirati predvsem »lead-like« spojine, ki bi jih lahko v nadaljnjih korakih dodatno
kemijsko modificirali in optimizirali, smo pripravljeno knjiznico z 8 190 951 kemijskimi strukturami v
konénem koraku pred izvedbo sidranja $e dodatno filtrirali z uporabo ra¢unalnikega orodja FILTER
proizvajalca OpenEye, ki nam je omogo&il posnemanje »lead-like« kemijskega prostora. Osnovni
uporabljeni parametri so bili sledeci: -4 < XlogP =< 4; 300 = MW = 400. Tako pred-pripravljena knjiznica
za sidranje je vsebovala 5 119 356 minimiziranih 3D struktur v formatu sdf.

Nadaljnje delo je potekalo v pripravi samega receptorja za izvedbo virtualnega resetanja. Po analizi
vseh prisotnih struktur v bazi podatkov PDB Database smo kot receptor definirali 5i podenoto v
kristalni strukturi s PDB identifikacijsko Stevilkko 5M2B. Specifitno gre za novo-objavljeno kristalno
strukturo proteasoma iz kvasovke Saccharomyces cerevisiae s kljuénima &lovedkima podenotama B5i
ter B6i, ki tvorita aktivno mesto, v katerem je kristaliziran nekovalentni zaviralec imunoproteasoma s
tiazolnim osnovnim skeletom.

Izbrano strukturo smo nato pripravili z racunalniskim orodjem Maestro proizvajalca Schrédinger. Sam
receptor za izvedbo eksperimenta sidranja smo definirali kot aktivno mesto med podenotama 85i in
B6i kjer se nahaja kljuéni kataliti¢ni ostanek Thr1 (85i). Z raéunalni§kim orodjem smo odstranili malo
molekulo iz aktivhega mesta, dodali manjkajoce vodike, izkljugili v kristalni strukturi prisotne molekule
vode ter soli, izraCunali oziroma popravili ionizacijo aminokislinskih ostankov (pH = 7.4) ter izvedli
energijsko minimizacijo strukture z uporabo OPLS3 polja sil.

Pripravljen receptor ter knjiznico spojin smo uporabili pri izvedbi eksperimenta virtualnega re$etanja in
sidrali pripravijeno knjiznico v aktivno mesto {85i podenote na skupku radunalnikov s 150
procesorskimi jedri. Za ocenitev vezave spojin smo uporabili cenilno funkcijo ChemPLP. Nato smo
razvrstili zadetke glede na energijsko cenitev vezave posamezne molekule v aktivno mesto, izvedli
analizo podobnosti posameznih zadetkov ter pripravili seznam molekul z najugodnej$o predvideno
oziroma izraCunano energijo vezave v (5i podenoto imunoproteasoma za nadaljnji nakup pri
proizvajalcih spojin.
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Slika 1: Izvedba virtualnega redetanja

Kot komplementarni pristop za izvedbo naértovanja na osnovi strukture liganda smo najprej pripravili
knjiznico in nadalje definirali izhodno malo molekulo. Uporabili smo celotno knjiznico CHEMBL20 ter
knjiznico spojin DrugBank ter z racunalnikim orodjem CHOMP proizvajalca OpenEye identificirali,
ostevilgili in pripravili knjiznico razliénih molekulskih skeletov in fragmentov, ki se pojavljajo v spojinah
prisotnih v prvotni knjiznici CHEMBL20 ter DrugBank knjiznici spojin. Nadalje smo si izbrali izhodni
nepeptidni in nekovalentni zaviralec imunoproteasoma s psoralenskim osnovnim skeletom (Slika 2).
Strukturo izhodne male molekule smo fragmentirali, pri ¢emer smo definirali osnovni psoralenski skelet
ter karboksamidno in benzilno ro¢ko (Slika 2). Samo identifikacijo primernih centralnih skeletov smo
izvedli z orodjem Brood OpenEye Scientific Software. Po filtriranju rekonstruiranih molekul glede na
primerljivo maso in ocenitvi ustreznosti fragmentov z vrednostjo ComboTanimoto orodja vBrood
OpenEye Scientific Software smo izbrali najbolj8e zadetke ter identificirali najustreznejSe molekulske
skelete za nadaljnje sintezno delo. Identificirali smo psoralenu steri€no in elektronsko primerljiv in
kljuéno sintezno dostopnejsi aminopiperidinski ter aminometil piperidinski centrani skelet ter sintezno
pripravili usmerjeno knjiznico potencialnih kovalentnih in nekovalentnih zaviralcev imunoproteasoma z
modifikacijo/optimizaijo karboksamidne ro¢ke, ki je odgovorna za interakcijo z ostankom Thr1
treoninske peptidaze B5i imunoproteasoma. Ohranitev prvotnih derivatizacijskih ro€k nam je namre¢
omogocila pripravo tako nekovalentnih zaviralcev kot tudi vkljucitev elektrofilnih centrov v nacrtovane
molekule ob ohranitvi steri¢ne in elektronske podobnosti z izhodnim psoralenskim zaviralcem.
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Slika 2: Zamenjava centralnega psoralenskega skeleta z uporabo ra¢unalniSkega orodja Brood in
nacrtovanje kovalentnih in nekovalentnih zaviralcev imunoproteasoma.

V zgoraj opisanem obdobju (marec-avgust 2018) smo torej uspesno naslovili Cilj 1 (Razvoj selektivnih
inhibitorjev B5i podenote iP in molekulskih prob), pri ¢emer pa smo priéli do dodatnih in
nepriéakovanih rezultatov, ki kazejo, da bi inhibitorji IP, ki jih razvijamo, lahko imeli mo¢an ucinek tudi
na drug tip proteasoma in sicer na mikobakterijski proteasom, ki ga najdemo pri bakteriji
Mycobacterium tuberculosis, ta pa je glavni povzro€itelj tuberkuloze na svetu.

Z molekulskega vidika sta namre¢ humani imunoproteasom (IP) in mikobakterijski proteasom izredno
podobni targi, zato je tudi razvoj inhibitorjev zelo podoben. V zvezi z naSimi rezultati smo se
posvetovali s skupino raziskovalcev z Univerze v Minnesoti, ZDA pod vodstvom Courtney-a Aldrich-a
(Department of Medicinal Chemistry, University of Minnesota, Minneapolis, ZDA), ki se Ze vrsto let
ukvarja z razvojem zdravil za tuberkulozo. Nasi rezultati so se jim zdeli zanimivi in ponudila se nam je
priloZnost sodelovanja v okviru bilateralne pogodbe med Slovenijo in ZDA.

Preusmeritev interesa s humanega imunoproteasoma na mikobakterijski proteasom se je tako
izkazala kot izjemno perspektivna, tako s stali§¢a relevantnosti rezultatov kot tud izvedbe predvidenih
poskusov. Pri izvedbi cilja 3 so se namre¢ pojavile tudi teZzave in sicer pretoCni citometer, ki bi bil
kljucen za izvedbo nalog pri tem cilju, ne bo dovolj dostopen, da bi lahko opravili zadostno Stevilo
ponovitev poskusov za merodajen rezultat.

Zaradi vseh zgoraj navedenih razlogov smo se odloéili, da bomo v nespremenjeni oziroma v celo bolj
obsezni obliki (veé razliénih iteracij spojin) izvedli samo cilj 1 (Razvoj selektivnih inhibitorjev B5i
podenote iP in molekulskih prob), pri ¢emer bomo dodatno razvijali tudi inhibitorje mikobakterijskega
proteasoma. Cilja 2 in 3 smo v nespremenjeni obliki naslovili v obdobju od junija do decembra 2017 in
takrat pridobili nekaj rezultatov. V naslednjin mesecih projekta (september 2018 - maj 2020) pa smo
vsebino cilja 2 in cilja 3 spremenili v skladu s soglasjem Ministrstva RS za izobraZevanje, znanost in
Sport (sklep Stevilka 5442-142/2017/31) in sicer na naslednji nacin:

- CILJ 2 (Vrednotenje celiénih linij kot modelov za karakterizacijo inhibitorjev iP):
namesto na humanih celi¢nih linijah smo naSe inhibitorje testirali na mikobakterijskem
proteasomu. Plazmid za izraZanje MP smo dobili v dar od prej omenjene skupine z Univerze v
Minnesoti, ZDA.

- CILJ 3 (Postavitev metode za validacijo iP kot tarce): namesto preto¢ne citometrije smo se
za validacijo tarée posluzili uporabe encimskih testov.

Meseca septembra in oktobra 2018 je delo potekalo v raziskovalni organizaciji na Fakulteti za
Farmacijo Univerze v Ljubljani (UL FFA) in pa tudi na Univerzi v Minnesoti, Minneapolis, ZDA
(Department of Medicinal Chemistry) in sicer v skladu s spremenjenim CILJEM 2 predstavljenega
projekta.




Od raziskovalne skupine z Univerze v Minnesoti, ZDA smo v dar prejeli plazmid, ki nosi zapis za
proteinski kompleks mikobakterijski proteasom. Za izolacijo proteasoma smo sledili protokolu,
opisanem v &lanku Lin et al. Mol Microbiol. 2006, 59(5): 1405-1416, vendar smo pri vsakem poskusu,
ko smo prisli do zadnje stopnje, (gelske elektroforeze SDS page), ugotovili, da na$ vzorec ni vseboval
proteina prave znane velikosti in da je bila torej ekspresija proteina neuspesna. O nasi tezavi smo se
posvetovali z raziskovalci z Univerze v Minnesoti in predlagali so nam znanstveni obisk v njihovem
laboratoriju, da bi protein poskusili pridobiti tam. Tako se je zaposlena raziskovalka konec meseca
septembra 2018 napotila v na Univerzo v Minnesoti, Minneapolis, ZDA, da bi tam pridobila aktiven
mikobakterijski proteasom. Izolacija proteina je bila z veliko truda in uvedbo pomembnih sprememb v
protokolu v ZDA na koncu uspe$na. Pomembne spremembe protokola pa so bile, da smo zadnjo fazo
izrazanja proteina namesto 18h, izvajali 24h. Tako smo zagotovili dovolj ¢asa, da sta se procesirali
tako a kot B podenota proteasoma. Poleg tega smo modificirali tudi postopek CisCenja izoliranega
proteasoma (z metodo FPLC) in sicer smo namesto ene nikljeve kolone velikosti 1 ml, uporabili dve
nikljevi (His-trap) koloni velikosti 5 ml. Ugotovili smo namre¢, da je zaradi velikosti naSega proteina
(733 kDa) uporaba vecjih kolon bolj primerna. Da bi se izognili e kaksnim dodatnim tezavam, smo
znova izolacijo izvedli transformacijo plazmida iz originalne trajne kulture (PACYC-Duet1 plasmid ,
Gang Lin in 2016, celiéna linja DH5a). Izoliranemu proteasomu smo tudi preliminarno testirali
aktivnost in dobili uspes$no encimsko reakcijo — pri§lo je do razgradnje substrata (Suc-LLVY-AMC).

Rezultat obiska v ZDA je bila torej uspe$na izolacija proteina - pridobili smo 1200 ul
mikobakterijskega proteasoma koncentracije 4,38 uM, ki je bil encimsko aktiven, zato smo ga
za nadaljnjo uporabo poslali domov, na Fakulteto za farmacijo Univerze v Ljubljani.

Od novembra 2018 do marca 2019 je delo v celoti potekalo na Fakulteti za Farmacijo Univerze v
Ljubljani (UL FFA) sicer v skladu s spremenjenim CILJEM 2 in CILJEM 3 predstavljenega projekta

Na domagi ustanovi smo se takoj lotili testiranja prej pripravijenih inhibitorjev mikobakterijskega
proteasoma in sicer psoralenskih derivatov, ki so bili sprva zasnovani kot inhibitorji humanega
imunoproteasoma. Spodaj je podrobno opisan postopek testiranja in pridobljeni rezultati (kasneje tudi
objavljeni v reviji Molecules):

Da bi dologili koncentracijo encima (v ZDA izoliranega mikobakterijskega proteasoma), pri kateri bodo
testi najbolj u¢inkoviti, smo najprej naredili umeritveno krivuljo, ki je zajemala koncentracije encima v
testu med 5 in 100 nM. Za spremljanje encimske aktivnosti smo tudi na nasi ustanovi uporabljali
&italec mikrotitrskih plod¢ Biotek Synergy H4 s programsko opremo Gen5 (fluorescenca Aex = 360 nm,
Aem = 460 nm). Ugotovili smo, da je optimalna koncentracija encima, ki jo bomo uporabili za nadaljnja
testiranja, 7 nM. Nato smo se lotili biokemijskega vrednotenja spojin, za katere smo najprej pripravili
zaloZne raztopine v DMSO (10 uM). Vrednotili smo naslednje spojine: bortezomib, PR-957 (MZ-33-2),
OKK18, OKK24, OKK29, GDK-261, GAS-06, GAS-10, GTK31_P, GJK-004, GDK-264, OZL18,
0ZL29, GTK06_1, GDK-293, GTK28_K, GDK-294, GTK33, GJK-008, ONE-38_1, GDS17, GIS372,
GAS-16, GDS13_P, ONE-16_1, ONE-39_1, GAJ-08, GDK-311-3 in GIS414. Ponovno smo za
testiranje uporabljali ¢italec Biotek Synergy H4 (pri istih pogojih), pri ¢emer smo uporabili 384 mestne
plosce, na katere smo nanasali 30 spojin v 10 razli¢nih koncentracijah (0,07 uM — 10 ali 100 uM), po
0,1 ul na luknjico. Temu smo dodali 7,9 ul prej pridobljenega proteasoma (7 nM) in plos¢o inkubirali na
37°C, 30 min. Zatem smo v reakcijsko zmes dodali po 2 ul substrata Suc-LLVY-AMC (50 uM) in s tem
zaceli encimsko reakcijo, ki smo jo merili 90 minut pri 37°C. Uporabili smo tudi negativne (reakcije brez
spojine, z 1% DMSO) in pozitivhe kontrole (bortezomib, PR-957). Zacetno hitrost reakcije spojine smo
primerjali z zaCetno hitrostjo reakcije brez spojine (negativna kontrola) in s tem izraunali rezidualno
aktivnost. Te teste smo nekajkrat ponovili in nato za vse testirane spojine dologili tudi vrednosti ICsg .
Ugotovili smo, da pozitivni kontroli (bortezomib in PR-957) ter tesitrane spojine GAS-16, ONE16_1,
GDK294 in GDK311_3 kaZejo najvetji inhibitorni potencial in so zato najbolj obetavni inhibitorji
mikobakterijskega proteasoma.

Za v prejSnjem koraku ugotovljene najbolj obetavne inhibitorje mikobakterijskega proteasoma
(bortezomib, PR-975, GAS-16, ONE16_1, GDK294 in GDK311_3) smo nato dolocili konstante K;,. Te
smo izmerili pod podobni pogoji kot pri prejdnjem poskusu, le da smo tokrat spreminjali tudi




koncentracije substrata Suc-LLVY-AMC v testu — uporabilli smo naslednje koncentracije: 12.5, 23, 50,
100, 250, 500 uM. Za spojine PR-957, GAS-16, ONE16_1 and GDK311_3 smo testirali koncentracije
0, 0.56, 0.81, 1.15, 1.65, 2.35, 4.80, 9.80 in 20 uM; za spojino GDK294 so bile testirane koncentracije
0, 1.65, 2.35, 4.80 in 9.80 My; za bortezomib pa 0, 0.28, 0.40, 0.58, 0.82, 1.18, 2.40, 4.90 in 10 uM.

Podatke, ki smo jih dobili s testiranjem, smo analizirali s programsko opremo GraphPad Prism 6 za
modele kompetitivhe, nekompetitivne, akompetitivne in meSane encimske inhibicije. K;vrednosti smo
nato dologili iz najbolj ustreznega modela, dolo¢enega s programsko opremo. Dologili smo tudi
konstanto K., za substrat Suc-LLVY-AMC, ki smo jo izracunali iz zagetne hitrosti encimske reakcije, pri
&emer smo uporabili 10 nM mikobakterijski proteasome pri naslednjih koncentracijah substrata: 12.5,
25, 50, 100, 250 in 500 pM.

Rezultati encimskih testov za najbolj obetavne spojine so prikazani v spodnji tabeli.
Tabela 1: Rezultati encimskih testov

spojina Kemijska struktura IC:s K
Ki = 1334 + 49
e nM
Bortezomib H ;825'5nM * | Nekompetitvna
NZON m/ ; inibicija
H R*=0,5451
N B ’
A Yo Bon
Ph
(@) O 0] 0O .
H Ki=1.261 £ 0.238
PR-957 (MZ-33-2) z 1'05 M ~ | Nekompetitvna
O O 2l inhibicija
R?=0,8314
Ki = 4.182 + 2.082
8.8 + 1.0 | uM
GAS:IG uM Megana inhibicija
R? = 0.9053
Ki = 1.117 + 0.971
5 32 + 03| M
Cn=e ] uM Mesana inhibicija
R?=0.5172
Ki = 14.97 + 45.05
o 5.82 + | uM
QRS2 N CHO 2.08 yM | Mesana inhibicija
R?=0.7668
O g0

Iz zgornjih rezultatov smo v sodelovanju z raziskovalci z Univerze v Minnesoti, ZDA (K. RoZman, Evan
Aleksander in Courtney C. Aldrich) zaceli pripravljati izvirni znanstveni ¢lanek z naslovom Psoralen
derivates as Inhibitors of Mycobacterium tuberculosis Proteasome.

Ker smo Zeleli tudi na domadi ustanovi imeti zanesljiv sistem za nadaljnja testiranja novih inhibitorjev
mikobakterijskega proteasoma, smo se od meseca februarja do aprila 2019 posvetili natanéni
optimizaciji metode izolacije. Sodelavci z Univerze v Minnesoti so nam Se enkrat poslali plazmid z
zapisom za miobakterijski proteasom in, ko smo ga prejeli, smo ga poslali na sekveniranje in
restrikcijsko analizo, s &imer smo potrdili, da imamo plazmid s pravilnim zapisom za mikobakterijski




proteasom. Zatem smo uspe$no izvedli tudi transformacijo plazmida pACYCDuet-1 MTB v celicah
NiCo 21 (DE3), s &imer smo pripravili kulturo za nadaljnje postopke ekspresije proteasoma. Iz
pripravljene trajne kulture celic E. coli NiCo 21 (DE3) s transformiranim plazmidom z zapisom za
mikobakterijski proteasom smo ponovili postopek ekspresije proteina. Ponovno smo sledili protokolu,
opisanem v ¢&lanku Lin et al. Mol Microbiol. 2008, 59(5): 1405-1416, pri Cemer smo cas ekspresije

proteina podalj§ali na 48 ur pri 20°C. Ponovno smo za ¢id¢enje proteina uporabili metodo FPLC in za
tem preverili vsebnost dobljenih frakcij z metodo SDS page.

Dobili smo izredno &ist protein (slika spodaj):
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Slika 3: Gel SDS page. Obkrozena je frakcija s cistim proteinom - mikobakterijskim
proteasomom; a podenota (26.5 kDa) in § podenota (27.3 kDa).

Preliminarno smo testirali tudi aktivnost izoliranega encima s substratom Suc-LLVY-AMC, pri ¢emer
smo ponovno uporabili gitalec mikrotitrskih plo$¢ Biotek Synergy H4 s programsko opremo Gend
(fluorescenca Aex = 360 NM, Aey, = 460 nm). Zaznali smo nara$¢anje fluorescence (hidrolizo substrata),
kar je pomenilo, da nam je tokrat tudi na domadi ustanovi uspelo pridobiti aktiven mikobakterijski
proteasom, ki ga bomo lahko uporabili za nadaljnja testiranja.

Delo je meseca marca in aprila 2019 potekalo ob intenzivni pomo¢i ¢lanov programske skupine
pospeseno z namenom nemotene izvedbe projekta zaradi odhoda raziskovalke na materinski in
starSevski dopust.

V prijavni viogi projekta je bilo predvideno delo v gospodarskem subjektu Lek d.d. v zadnji tretjini
trajanja projekta, torej od 1. 6. 2019 do 31. 5. 2020, vendar se je ob zamenjavi raziskovalke zaradi
materinskega in starSevskega dopusta dr. Eve Ogorevc, delo v gospodarskem subjektu pri¢elo en
mesec pred predvidenim terminom in je potekalo nepretrgoma do izteka pogodbe o zaposlitvi
raziskovalke dr. Petre Zadravec (pogodba je bila sklenjena za dolo€en ¢as nadomesanja odsotne
delavke od 6. 5. 2019 do 4. 4. 2020; soglasje MIZS z dne, 17.4.2019, $tevilka: 5442-142/2017/39, za
zamenjavo raziskovalke).

Delo je od 6.5. 2019 do marca 2020 potekalo v gospodarskem subjektu LEK in sicer v skladu z
nespremenjenim CILJEM 1 ter s spremenjenim CILJEM 2 in CILJEM 3 predstavljenega projekta.

Od maja do septembra 2019 smo nalrtovali nove nepeptidne in nekovalentne zaviralce
mikobakterijskega proteasoma na osnovi strukture tarce.

Za izvedbo virtualnega reSetanja smo tako kot prejsnjic najprej napravili pregled dela in literature na
raziskovalnem podrocju nacrtovanja zaviralcev mikobakterijskega proteasoma ter pregled komercialno
dostopnih spojin. Najprej smo pripravili ustrezno knjiznico spojin, ki smo jo sestavili iz podmnozice
komercialno dostopnih spojin v bazi podatkov ZINC. Izbrali smo podmnozico Drugs now ZINC in tako




pripravili zaetno knjiznico, ki je vsebovala 10.7 milijona kemijskih struktur v formatu sdf. Nato smo
izvedli nekaj zaporednih korakov filtriranja struktur z uporabo racunalniSkega orodja FILTER
proizvajalca OpenEye. Prvi filter je odstranil kovine (dovoljeni elementi: H, C, N, O, F, S, CI, Br, I, P),
spojine z molekulsko maso manj$o od 300 Daltonov in ve€jo od 1000 Daltonov, spojine z vec kot 15
rotirajo¢imi vezmi, spojine z manj kot 4 in ve¢ kot 55 rigidnimi vezmi, spojine z LogP manjsim od -4.0
ter vecjim od 6.85.

Iz knjiznice smo nato dodatno odstranili eksperimentalno-doloene agregatorje, spojine z napakami v
strukturi ter spojine z reaktivnimi funkcionalnimi skupinami kot so acil halidi, peroksidi, sulfonil halidi,
iodozo, iodiksi spojine, acil cianidi, acil hidrazidi, alfa-halo amini in alfahalo ketoni, anhidridi, azidi,
aziridini, ditioacetali, hidrazidi, nitrozo spojine, N-P-S halidi ter triazini (REOS filter ali angl. rapid
elimination of swill). V zadnjem koraku pa smo z uporabo ra¢unaniSkega orodja KNIME odstranili
promiskuitetne spojine (PAINS - Pan-assay interference compounds). Tako smo pridobili pridobili
zadetno knjiznico, ki je vsebovala 8 107 185 kemijskih struktur.

Nadalje smo pripravili 3D knjiZznico spojin kjer smo Se za vsako strukturo v knjiznici izraCunali ustrezno
Stevilo 3D konformacij. Taka knjiznica nam je omogocala izvedbo virtualnega resetanja z orodjem
FRED iz programskega paketa OpenEye. lonizacijska stanja posameznih spojin smo pripravili ali
popravili z orodjem QUACPAC FixPka z vhodnim parametrom pH = 7.4. ter opti¢no Ciste strukture ob
spojinah kjer nastopajo nedefinirani kiralni centri definirali z uporabo radunalniSkega orodja Omega2
kemoinformacijskega paketa OpenEye. Za vsako spojino tako generirali konformere s programom
OMEGA 3.0.0.1. in tako pred-pripravljena knjiznica za sidranje je vsebovala priblizno 200 milijonov 3D
struktur v formatu oeb.gz.

Nadaljnje delo je bila priprava samega receptorja za izvedbo virtualnega resetanja. Po analizi vseh
prisotnih struktur v bazi podatkov PDB Database smo kot receptor definirali B podenoto v kristalni
strukturi s PDB identifikacijsko Stevilko PDB ID: 2FHH. Delo se je nanasalo na kristalno strukturo
proteasoma iz Mycobacterium tuberculosis sev ATCC 25618 / H37Rv, protein je pa bil izrazen v
bakteriji Escherichia coli BL21(DE3).

Izbrano strukturo smo nato pripravili z raCunalniSkim orodjem Maestro proizvajalca Schrédinger. Za
eksperiment sidranja smo kot aktivno mesto definirali mesto med podenotama 8 — verigi P ter H kjer
se nahaja kljuéni katalitiéni ostanek Thr1 (B, H, 301). Z radunalniskim orodjem Schrédinger smo nato
oznatili malo molekulo v aktivnem mestu, dodali manjkajote vodike, izkljugili v kristalni strukturi
prisotne molekule vode ter soli, izratunali oziroma popravili ionizacijo aminokislinskih ostankov (pH =
7.4) ter izvedli energijsko minimizacijo strukture z uporabo OPLS3 polja sil.

Sam receptor za izvedbo eksperimenta sidranja smo definirali z orodjem MakeReceptor 3.2.0.2
kemoinformacijskega paketa OpenEye. Verigi H in P smo definirai kot rigidni in del proteina in oznagili
malo molekulo (m1n) boronatnega zaviralca. Prostor za izvedbo eksperimenta sidranja smo definirali
kot kvader z dimenzijami 16.00 A x 20.00 A x 16.51 A, njegova velikost pa je znasala 6933 A%,
Volumen vezavnega zepka je bil izratunan s parametom balanced shape in je znasal 1153 A®.
Dodatnih konstriktorjev in ekskluzijskih volumnov v receptorju nismo definirali, prav tako pa nismo
dodatno spreminjali ionizacije v aktivnem mestu.

Pripravljen receptor ter knjiznico spojin smo uporabili pri izvedbi eksperimenta virtualnega re$etanja z
uporabo sidranja z ra¢unalniSkim programom FRED 3.2.0.2 ra¢unalniskega paketa OpenEye. Celotno
pripravljeno knjiznico smo tako sidrali v aktivno mesto med dvema B podenotama. Za ocenitev vezave
spojin smo uporabili cenilno funkcijo Chemgauss4. Po izvedbi molekulskega sidranja smo razvrstili
zadetke glede na energijsko cenitev vezave posamezne molekule v aktivnho mesto, izvedli analizo
podobnosti posameznih zadetkov ter pripravili seznam molekul z najugodnej$o predvideno oziroma
izraunano energijo vezave v aktivnem mestu mikobakterijskega proteasoma, ki pa se medsebojno
tudi strukturno razlikujejo. Pripravili smo obsezen seznam potencialnih nekovalentnih zaviralcev
mikobakterijskega proteasoma z novimi skeleti za nadaljnji nakup pri komercialnih dobaviteljih spojin
(Tabela 2). Ko smo spojine prejeli, smo jim z metodo FPLC preverili &istost.




Seznam spojin:
Tabela 2: Seznam potencialnih nekovalentnih zaviralcev mikobakterijskega proteasoma
spojina SMILES formula

GMMP-1 | Cc1ccec(NC(CSc(ce2)nnc2-c2cnecec2)=0)c1C

GMMP-2 | Cc1ccec(NC(CN(CCC2)C[C@H]2c2nc(ccee3)c3[nH]2)=0)c1C
GMMP-3 | Cclc(Cc2cceec2)sc(NC(COc2ccccc2)=0)n1

GMMP-4 | CC(C)CCN1C(SCc2c(C)oc(-c3cce(C)ecc3)n2)=Nc(cececc2)c2C1=0
GMMP-5 | O=C(CCN(C=Nc1c2[nH]c3c1ccce3)C2=0)Nc(cc1)ccc1Cl

GMMP-6 | O=C(Cc1noc(-c(cc2)ccc2F)c1)NCCeic[nH]c2¢c1ceec2

GMMP-7 | O=C(Cc1ccecc2eccec12)NCCN1C[C@@H](c2ccccc2)OCCH
GMMP-8 | O=C(CCc1cccecc1)Neinc(CN(CC2)Cc3c2ccce3)cs1.Cl

GMMP-9 | O=C(c1cce(Cn2¢ncc2)cc1)NCCOc1cecec2ecencd2

GMMP-10 | O=C(/C=C/c1ccccc1)NCC(CC1)CCN1cInc(cccc2)c201

GMMP-11 | COc1ccec2e1oc(C(NCC(CC1)CCN1cinc(ceee3)c301)=0)c2
GMMP-12 | O=C(NCC(CC1)CCN1c1nc(ceec2)c201)Ne(ceec1)c1Cl

GMMP-13 | O[C@@](CNC(C(Nc1cncee1)=0)=0)(CC1)Cc2ciccecc2

GMMP-14 | O=C(C(C1)CN1c1ncnc(-n2cncc2)c1)NCcinc(ceee2)c2[nH]1
GMMP-15 | CN1N=C(CC[C@@H](C2)C(NCc3nc(ccccd)c4[nH]3)=0)C2=CC1=0
GMMP-16 | O=C(N[C@@H](CC1)CN1c(cc1)nn2c1nnc2)OCclcncece

GMMP-17 | O=C(NCc1ccecc2eccec12)N[C@@H]1CN(Ce2cscc2)CCA

GMMP-18 | Cc(cc1)c(C)ccIN(CCIC@@H]1NC(c(cc2)cec3c2[nH]ce3)=0)C1=0
GMMP-19 | Cc(cc(cc1)N(CC[C@@H]2NC(c(cc3)cc4c3[nH]cc4)=0)C2=0)c1F
GMMP-20 | COc¢(cc1)eccIN(CCIC@@H]1NC(c(cc2)cec3c2[nH]cc3)=0)C1=0

Oktobra in Novembra 2019 smo z encimskim testom preverili zaviralno kapaciteto zgornjih spojin, pri
¢emer smo uporabili encim (mikobakterijski proteasom), pripravijen v prejSnjem obdobju porocanja
(marec in april 2019). Potek testiranja je bil enak kot prej$nji¢ (november 2018).

Iz pridobljenih podatkov smo nato za vse spojine izracunali rezidualno aktivnost (RA). Preliminarni test
zaviralne kapacitete spojine smo izvedli pri treh ponovitvah in zakljuéili, da bomo ICs, vrednosti
izraunali le za spojino GMMP-3, saj so meritve pokazale najbolj obetavne rezultate (ponovitve so bile
znotraj intervala standardne deviacije £ 10%). ICsy vrednost smo dologili pri 7 razli€nih koncentracijah
spojine. Pri tem smo spojino kot prejnji¢ razredgili po logaritemski skali.

Za spojino GMMP-3 smo na koncu izraéunali IC5, med 2 in 5 uM.

O NO
p AL MO
H
Slika 4: Struktura spojine GMMP-3:

Ker so bile v ¢asu od prej8njega virtualnega resetanja objavljene 3 nove kristalne strukture (PDB ID:
60CW, 60CZ, 60DE) mikobakterijskega proteasoma v kompleksu z ligandi (Zhan, Wenhu, et al.
"Selective Phenylimidazole-Based Inhibitors of the Mycobacterium tuberculosis Proteasome." Journal
of Medicinal Chemistry 62.20 (2019): 9246-9253.), smo takoj preverili naértovanje nasih inhibitorjev.
Vsi trije kokristalizirani ligandi so fenilimidazolni peptidomimetiki. Nasprotno ¢loveskemu proteasomu
je pri mikobakterijah B podenota uniformna in aktivno mesto se tvori na stiku dveh B podenot. V novih
kristalnih strukturah smo ohranili samo dve B podenoti, H in [, ter ligand, ki se nahaja med

10




podenotama. Strukture smo poravnali glede na aktivho mesto in jih primerjali s strukturo, ki je bila
uporabljena v prej$njem virtualnem resetanju (PDB ID: 2FHH). Ugotovili smo, da se oblika vezavnega
mesta nekoliko razlikuje v primerjavi s prejSnjo strukturo, zato smo se odlogili ponoviti iteracijo
virtualnega reSetanja. PovrSina vezavnega mesta se med novo objavljenimi strukturami bistveno ne
razlikuje, za nadaljnje delo smo izbrali tisto z najvijo resolucijo (PDB ID: 60CW, 2.6 A).

Izbrano strukturo smo uvozili v program Maestro (Schrédinger). Z orodjem Protein Preparation Wizard
smo odstranili vse verige, razen H in |, ter vse molekule vode in citrat iz aktivnega mesta. Strukturi
smo dodali vodikove atome, pri éemer smo definirali pH okolja na 7.0. Minimizirali smo poloZaje tezkih
atomov z uporabo OPLS3e polja sil. Tako pripravljeno strukturo podenot H in | ter liganda smo izvozili
v program MakeReceptor 3.4.0.2 (OpenEye), kjer smo okrog liganda definirali kvader za izvedbo
sidranja velikosti 19.82 A x 18.90 A x 18.98 A oz. volumna 7109 A®. Pri tem smo pazili, da kvader
vklju€uje kljuéni katalititni aminokislinski preostanek Thr1 verige H. Volumen vezavnega Zepa smo
dologili s parametri Balanced shape in Outer contour, da je znasal 1408 A®. Uporabili nismo nobenih
omejitev (“constraints”).

Za sidranje smo pripravili novo knjiznico komercialno dostopnih spojin. Uporabili smo Ze pripravljene
knjiznice razli€nih ponudnikov, ki smo jih zdruzili v programu KNIME in s pcmo¢jo OpenBabel pripravili
protonacijo spojin pri pH 7.4. Konéna velikost knjiznice je bila 2 081 456 spojin. S programom Omega
(OpenEye) smo generirali razliéne konformacije za vsako spojino iz knjiznice (povpre¢no 154
konformacij na spojino) in pripravili do 6 stereocizomerov za vsako spojino. Pripravljen receptor in
knjiznico smo uporabili za sidranje s programom FRED (OpenEye). Za ocenitev vezave spojin smo
uporabili cenilno funkcijo Chemgauss4. Glede na kemijski prstni odtis smo pripravili 15 clustrov, iz
vsakega clustra pa smo izbrali do 5 spojin, skupaj 30 spojin.

Od tega je bilo na voljo 28 spojin, ki smo jih narogili pri ponudniku Chembridge (Tabela 3).

V tem obdobju smo tudi zakljuéili s pripravo €lanka »Psoralen derivatives as inhibitors of
Mycobacterium tuberculosis proteasomec, ki je bil poslan v revijo Molecules.

Zaviralno kapaciteto zgoraj opisanih spojin smo preverjali v obdobju od marca do maja 2020. Marca je
delo potekalo v gospodarskem subjektu LEK, aprila in maja pa v raziskovalni ustanovi FFA UL. Delo je
potekalo ob intenzivni pomo¢i €lanov programske skupine pospes$eno z namenom nemotene izvedbe.

Zaviralno kapaciteto zgornjih spojin smo preverili z encimskim testom in sicer na enak nacin kot
prejdnjic (november 2018). Uporabili smo encim (mikobakterijsi proteasom), ki smo ga uspesno
izolirali v preteklih mesecih in ga do testiranja shranili. 1z pridobljenih podatkov za vseh 28 spojin smo
nato izraCunali rezidualno aktivhost (RA) za posamezno spojino.

Tabela 3: Rezidualne aktivnosti encima za testirane spojine pri koncentraciji 100 uM.

RA (% i
Struktura Oznaka (elipt
100 uM
1 50.8°
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Izmed testiranih spojin z zadostno topnostjo in brez povzroanja interference s testnim sistemom
izstopajo tri spojine z RA niZjo od 50% — spojine 3, 6 in 11. Pozi, ki jih napove program za sidranje
FRED, se za spojini 3 in 6 vedinoma ujemata. Poleg nespecificnih interakcij obe spojini tvorita
vodikove vezi s Seﬂwmz (Slika 5).

Slika 5. Napovedani pozi s prograrrﬁom FRED za najbolj obetavni spojini z RA nizjo od 50%, 3
(vijoliena) in 6 (rumena). Protein je prikazan z modro barvo. Vodikove vezi so ozna¢ene s &rtkano
rumeno crto.

[ 2

Zaklju¢imo lahko, da spojine 3, 6 in 11 predstavljajo pomembne spojine zadetke in izhodid¢e za
nadaljnji razvoj inhibitorjev mikobakterijskega proteasoma.
Raziskovalka dr. Petra Zadravec je opravila obveznosti v gospodarskem subjektu v zagetku meseca

marca v obsegu 80 ur, aprila 2020 pa je zaradi pandemije COVID-19 koristila izredni dopust in zato v
tem mesecu ni opravljala aktivnosti v gospodarskem subjektu.

17




Dr. Eva Ogorevc bi morala pred zatetkom dela v gospodarskem subjektu Lek d.d. opraviti daljsa
interna izobraZevanja, ki pa zaradi pandemije COVID-19 niso bila izvedljiva. Tako je bilo v
gospodarskem subjektu opravljenin 1472 ur v enajstih mesecih ( in ne 12 mesecev, kot je bilo
predvideno v prijavni vlogi).

Zakljudek projekta pa je bil ob intenzivni pomoéi ¢lanov programske skupine P1-0208 opravljen na
Fakulteti za farmacijo skladno z nespremenjenim ciliem 1 ter s spremenjenima ciliema 2 in 3. Vse
zastavljene aktivnosti je programska skupina skupaj z raziskovalko dr. Evo Ogorevc do zakljutka
projekta, do 31. 5. 2020, uspesno opravila.

4) Kazalnik uéinka operativhega programa

. Naértovana Dosezena

Kazalnik
vrednost vrednost

CO024: Raziskave in inovacije: Stevilo novih raziskovalcev pri 3 3
podprtih subjektih
CO026: Raziskave in inovacije: Stevilo podijetij, ki sodelujejo z 1 1
raziskovalnimi ustanovami
Odstopanje (obrazlozitev) odstopanj ni

Upravi¢enec se strinja in dovoljuje ministrstvu, da vsebino tega porocila lahko uporabi za namene
porodanja o izvedbi operacije. Konéno poroéilo operacije ni predmet poslovne skrivnosti upravi¢enca.

Upravienec izjavlja, da materialno in kazensko odgovarja za resni¢nost in verodostojnost navedb v
tem porocilu.

Ljubljana, 7. 7. 2020
Raziskovalka
dr. Eva Ogoreve

Ljubljana, 7. 7. 2020 /

Raziskovalka
dr. Petra Zadravec .
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Odgovorna oseba upraviéenca
prof. dr. fgor Papic, rektor

po poobf’asti/u dekanja

prof. dr. /rena Milinaric-Ras¢an

Ljubljana, 7. 7. 2020
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