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In silico odabir lekova iz baze DrugBank kao potencijalnih inhibitora M2
proteina virusa gripa i provera njihove aktivnosti in vitro

Rezime

Virus influence tipa A zbog svog znacajnog epidemijskog i pandemijskog potencijala predstavlja
trajnu globalnu pretnju za zdravlje ljudi. Pored vakcinacije koja predstavlja prvu liniju odbrane protiv
gripa, antivirusni lekovi imaju vaznu ulogu u prevenciji i terapiji tokom epidemija i pandemija Zbog
nedovoljne efikasnosti vakcina protiv sezonskog gripa, kao i neodgovarajuée antivirusne terapije,
koji su uslovljeni pojavom rezistencije na postojece lekove i pojavom novih sojeva virusa, hitno su
potrebni novi efikasni lekovi protiv gripa. Protein M2 virusa influence A (M2) je jonski kanal koji je
neophodan za virusnu infekciju, i zbog toga je vazna terapeutska meta gripa. Adamantani, inhibitori
M2 jonskog kanala influence su bili prvi lekovi koje je FDA odobrio protiv gripa, mada je njihova
upotreba obustavljena zbog rezistencije virusa na ovu klasu lekova.

Osnovni cilj ove teze je identifikacija 1 predlaganje jednostavnog teorijskog kriterijuma za virtuelno
pretrazivanje molekulskih biblioteka za potencijalne dualne inhibitore M2 jonskog kanala kod virusa
influence tipa A, divljih vrsta (WT) i virusa rezistentnih na amantadin. Rezultati ove studije zasnivaju
se na primeni bioinformatickog EIIP/AQVN kriterijuma za virtuelno pretrazivanje molekulskih
biblioteka zasnovanog na analizi dugodoseznih medumolekulskih interakcija.

Podaci o poznatim M2 inhibitorima su prikupljeni i analizirani kako za inhibitore M2 proteina
influence tip A, divljeg tipa, tako i za inhibitore M2 mutanta S31N. Na osnovu ove analize odreden
je bioinformaticki kriterijum zasnovan na EIIP/AQVN parametrima za virtuelno pretrazivanje
molekulskih biblioteka u cilju identifikacije kandidata za dvostruke inhibitora M2 jonskog kanala
WT influence A virusa i virusa sa mutacijom S31N u proteinu M2. Na osnovu primene ovog
kriterijuma za virtuelni skrining odabrano je 39 lekova od 2627 lekova iz baze DrugBank.

Posle primene hemoinformatickog kriterijuma za virtuelni skrining (VS) koji se zasniva na
medusobnoj strukturnoj slicnosti (ligand zasnovani VS) poznatih inhibitora M2 proteina sa
kandidatima za lekove - dvostruke inhibitora M2 jonskog kanala WT influence A virusa i virusa sa
mutacijom S31N u proteinu M2 od 39 lekova je predozeno pet najboljih kandidata, a kao najbolji
medu njima je gvanetidin. Molekuskim dokingom pet kandidata na divlji tip M2 i mutirani M1 S31N
kao kandidat sa najmanjom energijom vezivanja i jednakim afinitetom za oba kanala je identifikivan
lek cikrimin.

Rezultati eksperimenta in vitro su potvrdili predlozenu aktivnost cikrimina protiv dva razlicita
podtipa virusa influence A pandemijskog HIN1 2009 i H3N2, a takode je utvrdena in vitro aktivnost
gvanetidina protiv pandemijskog virusa influence HIN1 2009.

Predlozeni bioinformaticki kriterijum predstavlja osnov za selekciju dvostrukih inhibitora M2
jonskih kanala WT influence A virusa i virusa sa mutacijom S31IN u proteinu M2 iz bilo koje
molekulske biblioteke malih molekula.



Kljuéne reci: virus influence tipa A, M2 protein, virtuelni skrining, EIIP/AQVN, prenamena
lekova

Nauc¢na oblast: Molekularna biologija

Uza nau¢na oblast: Bioinformatika



In silico selection of drugs from the DrugBank database as potential
inhibitors of M2 proteins of Influenza virus and verification of their
activity in vitro

Abstract

The influenza virus is permanent global health threat with epidemic and pandemic potential. In
addition to vaccination, which is the first line of defense against influenza, antivirals play an essential
role in prevention and therapy during epidemics and pandemics. Due to the suboptimal effectiveness
of vaccination and limitations of current antiviral therapies because of drug resistance and the
emergence of new circulating viral strains, novel effective anti-influenza drugs are urgently needed.
Influenza A virus (IAV) matrix protein 2 (M2), an ion channel, is crucial for virus infection, and
therefore, an important anti-influenza drug target. Adamantanes, also known as M2 channel blockers,
were the first approved Food and Drug Administration class- anti-influenza drugs, although their use
was discontinued due to prevalent drug resistance.

This study identified and proposed a simple bioinformatics criterion for virtual screening of
molecular libraries for potential dual inhibitors of influenza A M2 ion channel for both wild type
(WT) and amantadine resistant viruses.

Results of this study are founded on a simple theoretical criterion for virtual screening of molecular
libraries based on the long-range interactions characterized by the molecular descriptors — the
average quasi valence number (AQVN) and the electron-ion interaction potential (EIIP). The data on
known M2 inhibitors were collected and analyzed for influenza A M2 protein inhibitors both for WT
influenza A viruses and their amantadine-resistant mutants. Based on the results of this analysis, the
EIIP/AQVN criterion for the selection of drugs candidates from the databases that could represent
dual inhibitors of both influenza virus M2 WT protein and M2 S31N mutant was established.

By applying the EIIP/AQVN-based virtual screening criterion, 39 drugs were selected out of 2,627
approved drugs from the DrugBank as potential dual influenza M2 ion channel inhibitors.

Further, the data collected on known M2 protein inhibitors were used to establish a chemoinformatic
criterion for M2 protein (VS) based on the mutual structural similarity of molecules (ligand-based
VS) and structural compatibility of inter-reactive molecules and corresponding binding energies
(molecular docking).

After in silico screening of drug space using the EIIP/AQVN filter and further filtering of drugs by
ligand-based virtual screening, the best five candidates from DrugBank were proposed. Further,
molecular docking of five selected candidates to both the wild-type M2 channel and S31N mutant
channel, was performed. The candidate with the lowest binding energy and equal affinity to both the
WT channel and S31N mutant channel was the anticholinergic drug cycrimine. The experimental
results showed the anti-influenza activity of cycrimine against two different influenzas A subtypes
2009 HINI1 pandemic influenza and H3N2. As the best-ranked drug selected from ligand-based
virtual screening, guanethidine showed measurable anti-influenza activity against the 2009 HIN1
pandemic influenza virus in cell culture.

Our work has shown that the proposed in silico criterion represents an useful tool for selection of
candidate M2 inhibitors of influenza viruses type A by screening of the approved drugs and other
molecular libraries.



Key words: Influenza A virus, M2 protein, virtual screening, EIIP/AQVN, drug repurposing
Scientific field: Molecular biology

Scientific discipline: Bioinformatics



Lista skracenica

AQVN - Srednji kvazivalentni broj (eng. average quasivalence number)

ADMET - Apsorpcija, Distribucija, Metabolizam, Izlu¢ivanje 1 Toksi¢nost leka
BCS - Osnovni EIIP/AQVN hemijski prostor (eng. basic chemical space)

CPE - Citopatogeni efekat

cRNK - Komplementarna ribonukleinska kiselina

DNK - Dezoksiribonukleinska kiselina

DMSO - Dimetilsulfoksid

EBI - Evropski bioinformaticki institut (eng. European Bioinformatics Institute)
EIIP — Potencijal electron-jon interakcija (engl. Electron-Ion Interaction Potential)
EMBL - Evropska biblioteka nukleotidnih sekvenci (eng. European Molecular Biology
Laboratory)

FDA - Uprave za hranu i lekove (eng. Food and Drug Administration)

HA - Hemaglutinin

IMPDH - Inosine monofosfat dehidrogenaza

ICTV - Internacionalni komitet za taksonomiju virusa

LR - Lipidni splavovi (eng. lipid rafts)

MDCK - Celijska linija epitela pseéih bubreznih tubula (eng. Madin-Darby canine kidney)
M1 - Matriks protein

mRNK - Informaciona ribonukleinska kiselina

NA - Neuraminidaza

NALI - Inhibitori neuraminidaze

NEP - Nuklearni eksport protein

NP - Nukleoprotein

NS1 - Nestrukturni protein 1

PA - Polimeraza acidni protein

PB1 - Polimeraza bazni protein 1

PB2 - Polimeraza bazni protein 2

RNK - Ribonukleinska kiselina



RNP - Ribonukleoprotein

SZO - Svetska zdravstvena organizacija

TM - Transmembranski domen

UniProt - Univerzalni proteinski resursi (eng. universal protein resource)
vRNK - Genomska, virusna ribonukleinska kiselina

VS - Virtuelni skrining (eng. virtual screening)

WT — Divlji tip virusa (eng. wild-type)
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1.Uvod

Virus influence je najces$¢i uzro¢nik respiratornih oboljenja sa epidemijskim i pandemijskim
potencijalom. Dok su mnoge zarazne bolesti danas eliminisane ili je njihovo javljanje znatno
smanjeno, manje ili vece epidemije virusa influence pojavljuju se svake godine tokom zimskih
meseci. Virusi gripa su veoma infektivni i transmisija se vrsi aerosolom ili direktnim kontaktom. lako
su danas na raspolaganju razliciti antivirusni lekovi i vakcina, prema procenama Svetske zdravstvene
organizacije (SZO), od teskih oblika gripa oboli 3 do 5 miliona ljudi sa oko pola miliona smrtnih
ishoda godisnje u sezonskim epidemijama Sirom sveta (WHO Influenza, 2018).

Zadnjih 100 godina zabeleZeno je nekoliko pandemija virusa gripa koje su se desile 1918. godine
poznate kao ,,Spanski grip” (HIN1), 1957. godine ,,Azijski grip” (H2N2), 1968. godine ,,Hong-
Kongski grip® (H3N2), 1977. godine ,,Ruski grip” (HIN1) i 2009.godine ,,Svinjski grip” (HINTI).
Sve ove pandemije su rezultirale visokom stopom mortaliteta kod ljudi (Johnson i Mueller, 2002).

Ono $§to je posebno karakteristi¢no za virus influence su ¢este mutacije gena i povremeni rearanZmani
segmenata genoma, koji se neprekidno desavaju i uslovljavaju izrazitu geneticku varijabilnost virusa,
Sto predstavlja osnovu njihove brze evolucije. Godisnja vakcinacija protiv sezonskog gripa ima
glavnu ulogu u spreCavanju infekcije virusom influence A i B i povecanju imuniteta stanovniStva,
iako efikasnost vakcina protiv sezonskog gripa varira iz godine u godinu i krece se izmedu 10 % i 60
% (CDC; 2020). Niska efikasnost vakcine ima za posledicu da je znacajan deo populacije podlozan
infekciji virusom gripa ¢ak iako se vakciniSe svake godine. Pored vakcinacije koja predstavlja prvu
linijju odbrane protiv gripa, antivirusni lekovi imaju vaznu ulogu u prevenciji i terapiji tokom
epidemija i pandemija (Ison,2017).

Medutim, sve ucestalija pojava virusa rezistentnih na postojece lekove kao i pretnje od mogucnosti
pojave pandemijskih virusa, uslovili su potrebu za ubrzanim razvojem novih lekova. Glavnu
prepreku u ovom nastojanju predstavlja veoma visoka cena razvoja novog leka (1.5 do 2 milijarde
dolara) i vrlo dug proces razvoja (12 do 15 godina) i zato je potrebno okrenuti se pristupima koji
omogucavaju brze pronalazenje lekova. Prenamena lekova je jedan od pristupa koji obecava u
domenu ubrzanog razvoja novih lekova (eng. drug repositioning (DR)) (Mercorelli i sar., 2018 ).

1.1. Klasifikacija virusa influence

Influenca virusi pripadaju familiji Orthomyxoviridae (grcki orthos — pravi, myxa — mukus). U okviru
ove familije nalaze se rodovi: Influenza A, B, C, D, Isavirus, Quaranjavirus i Thogotovirus
(http://www.ictvonline.org/virus Taxonomy).

lako sli¢ne morfologije i grade viriona, pripadnici razlicitih rodova familije Orthomyxoviridae se
medusobno razlikuju na visSe nacina. Pre svega u antigenskoj varijabilnosti, broju segmenata genoma
RNK, organizmima koje inficiraju, epidemiologiji, patogenosti i klinickim manifestacijama
oboljenja koja izazivaju (Lamb i Krug, 2001). Influenca A virus inficira brojne sisare ukljucujuci
ljude, svinje, konje, macke, pse i divlje zivotinje (Landolt i Olsen, 2007) za razliku od influence B i
C koji predstavljaju tipiéne humane viruse (Wright i Webster, 2001). Svake godine virusi influence
A 1 B uzrokuju epidemije u ljudskoj populaciji, medutim samo virusi iz roda influence A su bili
odgovorni za dosadasnje pandemije.



Influenca A virusi su klasifikovani na podtipove na osnovu antigenskih proteina membrane,
hemaglutinina (HA) i neuraminidaze (NA). Ovi proteini su veoma bitni za indukovanje imunog
odgovora domacina i visoko su varijabilni. Danas je poznato 16 podtipova HA (H1-H16) i 9
podtipova NA (N1-N9). Podtipovi virusa H1, H2 i H3 izolovani su kod ljudi, a podtipovi HS5, H7 i
HO kod ptica (Medina i Garcia-Sastre, 2011). Svaki izolat virusa influence u svom nazivu sadrzi tip
(A, B ili C), domacina iz kojeg je izolovan (izuzetak je humani), mesto prve izolacije, soj (ukoliko
postoji), godina izolacije i podtip (samo u slucaju influence tip A). Na primer:
A/Duck/Ukraine/1/63(H3NS).

Influenca B i C virusi se ne dele na razli¢ite podtipove, imaju manju geneticku varijabilnost i
ograniceni su na humanu populaciju, sa samo nekoliko prijavljenih sluc¢ajeva kod foka i svinja
(Osterhaus i sar., 2000; Guo i sar., 1983). U humanoj populaciji cirkuliSu dva soja influenca B virusa:
s0j Victoria i soj Yamagata (B/Victoria/2/1987 i B/Yamagata/16/1988) koji su pored A HIN1 i H3N2
sastavni deo sezonske vakcine protiv gripa (Domachowske i sar.,2013; Rudenko i sar, 2018).
Influenca C virusi su obi¢no povezani sa vrlo blagim ili asimptomatskim infekcijama kod odraslih
ljudi. Medutim, infekcija influenca virusom C moze izazvati bolesti sli¢ne gripu i hospitalizacije u
nekim slucajevima, posebno kod dece (Matsuzaki i sar., 2006).

Internacionalni komitet za taksonomiju virusa (ICTV) nedavno je usvojio predlog za formiranje
novog genusa u okviru familije Orthomixoviridae, influenca D virus. Ovaj novoidentifikovani
patogen D/swine/Oklahoma/1334/2011 (D/OK) prvi put je identifikovan kod svinja i vrlo je slican
prethodno okarakterisanom influenca C virusu sa zoonotskim potencijalom prenosa (Asha i Kumar,
2019).

1.2. Struktura virusa influence

Virioni influenca virusa su pleomorfni, tako da njihov oblik i veli¢ina variraju od sfericne do izduzene
filamentozne forme, zavisno od soja virusa. Dijametar viriona je od 80-160 nm dok filamentozne
forme mogu dosti¢i duzinu od 20 nm. Nezavisno od oblika virusne Cestice, karakteriSe ih ista grada
(Lamb i Krug, 2001). Grada virusne Cestice sastoji se od lipidnog dvosloja koji sadrzi tri
transmembranska glikoproteina: hemaglutinin (HA), neuraminidazu (NA) i M2 protein. Ispod
omotaca nalazi se nukleokapsid, sacinjen od proteinskog matriksa (M1) koji okruzuje
ribonukleoproteinske (RNP) komplekse.

Genom virusa influence A i B se sastoji od osam segmenata jednolancanog RNK molekula
negativnog polariteta koji kodira 11 proteina, uklju€uju¢i 4 polimerazna proteina, protein
nukleokapsida (NP), hemaglutinin (HA), neuraminidazu (NA), dva proteina matriksa (M1 1 M2) i
dva nestrukturna proteina (NS1 i NS2) dok influenca C ima samo sedam segmenata RNK-a (Brooks
i sar., 2013). Svaki segment RNK povezan je sa viSe kopija molekula nukleoproteina (NP) i sa tri
polimerazne subjedinice, polimeraza baznog proteina 1 (PB1), polimeraza baznog proteina 2 (PB2)
i polimeraza acidnog proteina (PA) i tako sacinjava ribonukleoproteinski (RNP) kompleks. Ovaj
veliki kompleks okruzen je slojem M1 1 stabilizovan nuklearnim eksportm proteinom (NEP). Ostali
proteini, PB1-F2, PB1-N40, PA-Ks, PA-N155 ,PA-N182 i NS1, su nestrukturni proteini koji se
sintetiSu tokom replikacije virusa (Moeller i sar., 2012).



Slika 1. Sematski prikaz influenca A virusa sa osam segmenata genoma i proteinima koje kodiraju.
Preuzeto i modifikovano: Mostafa i sar. 2018.

Prva tri RNK segmenta kodiraju tri subjedinice RNK polimeraza kompleksa (PB2, PB1 i PA) koji su
odgovorni za sintezu i replikaciju RNK u inficiranim ¢elijama.

Prvi segment kodira polimerazu baznog proteina 2 (PB2) koji ucestvuje u inicijaciji procesa
transkripcije virusne informacione RNK (mRNK), kao protein koji prepoznaje i vezuje se za 5' cap
strukture ¢elijske mRNK (Wise 1 sar., 2009).

Polimeraza PB1 je kodirana drugim segmentom RNK i predstavlja osnovu polimeraza kompleksa
koji je odgovoran za elongaciju polinukleotidnog lanca i na N-kraju poseduje rezidue preko kojih
ostvaruje vezu sa PA, a na C-kraju je povezan sa PB2 (Resa-Infante i sar., 2011). Kod nekih influenca
virusa postoje 1 dodatni proteini ¢iju sintezu takode reguliSe 2. segment a to su PB1-F2 i PB1-40.
PB1-F2 ima ulogu u indukciji apoptoze ¢elija imunog sistema domacina (Rossman i Lamb, 2011), te
predstavlja vazan faktor virulencije (Le Goffic,2010). PB1-F2 je pronaden u mitohondrijama
inficiranih ¢elija a deo je lokalizovan i u jedru gde interaguje sa PB1 i stimuliSe aktivnost polimeraza
kompleksa (Wise i sar., 2011). PB1-N40 je najve¢im delom detektovan u citoplazmi, ali njegova
funkcija, za sada, nije razjasnjena (Paterson i Fodor, 2012).

Sintezu PA polimeraze (eng. polymerase acidic protein) kodira tre¢i segment RNK. Ima bitnu ulogu
u transkripciji i replikaciji virusne RNK formirajuci heterotrimerni polimerazni kompleks zajedno sa
PB1 i PB2 subjedinicama. Njen N domen poseduje RNK endonukleaznu aktivnost koja je neophodna
za mehanizam ,,cap-snatching”, koji omogucava inicijaciju transkripcije (Jagger i sar., 2012; Zheng
i Tao, 2013; Dias i sar., 2009 ). PA ima i proteaznu aktivnost, koja je neophodna za oslobadanje
RNP kompleksa od jedarnog matriksa, Sto je preduslov njihovog transporta u citoplazmu (Perales i
sar., 2000) .



Hemaglutinin (HA) je integralni membranski protein kodiran Cetvrtim segmentom, koji ima vaznu
ulogu u vezivanju virusne Cestice za celijske receptore i fuziju virusnog omotaca sa celijskom
membranom i na taj nacin omogucéi ulazak virusnog nukleokapsida u citoplazmu. HA je homotrimer,
izgraden od tri HA1-HA2 polipeptida. Oni su rasporedeni po povrS$ini virusnog omotaca tako §to su
svojim Stapicastim delom uronjeni u membranu a prema spolja se pruzaju globularne ,,glave* (Skehel
i Wiley,2000). Na osnovu antigenskih razlika HA, influenca A virusi su klasifikovani u 16 HA
podtipova. Hemaglutinin predstavlja glavnu metu neutraliSu¢ih antitela a njegova varijabilnost
predstavlja osnov stalne evolucije influenca virusa (Clementi i sar., 2009; Wu i Wilson, 2020).

Peti segment nosi informaciju za sintezu nukleoproteina (NP), koji se u inficiranoj ¢eliji stvara u
najvecoj koli¢ini. NP se u toku infekcije nagomilava u jedru inficirane Celije 1 ima vaznu ulogu u
procesu replikacije i transkripcije virusnog genoma kao i u njegovom intracelularnom transportu 1
pakovanju. NP je tipski specifican antigen i na osnovu njega, vrsi se determinacija influenca virusa
u tipove A, B ili C (Chenavas, 2013).

Neuraminidaza (NA) je jo$ jedan integralni membranski glikoprotein, kodiran 6. segmentom RNK i
drugi glavni povrSinski antigen viriona na osnovu ¢ega se vrsi podela influenca A virusa na podtipove
N1-N9. Glavna funkcija ovog proteina je cepanje terminalnih ostataka sijalinske kiseline sa ¢elijskih
glikoproteina, pri ¢emu se oslobadaju novonastale virusne Cestice iz Celije domacina koji su dalje
spremni da inficiraju nove ¢elije (Veit i Thaa, 2011; Murray i sar., 2016).

Sedmi segment genoma kodira sintezu proteina matriksa M1 i M2. Protein matriksa M1 formira
mrezu ispod omotaca viriona okruzuju¢i nukleokapsid i najzastupljeniji je virusni protein u virionu
influenca virusa. Eksperimentalno je potvrdeno da je protein virusa influence M1 kljucan za kasniji
dogadaj u zivotnom ciklusu virusa tako $to ucestvuje u transportu novoformiranih RNP kompleksa
iz ¢elijskog jedra u citosol i uc¢estvuje u njihovoj inkorporaciji u nove virione (Bui i sar., 2000).

M2 je tre¢i integralni membranski protein koji formira proton-selektivni jonski kanal, gde svaku poru
kanala grade Cetiri heliksa sastavljena od po 97 aminokiselinskih rezidua. Sainjen je od kratkog N-
terminalnog periplazmatskog domena kojeg ¢ine 24 aminokiseline, transmembranskog (TM) domena
koji se sastoji od 19 rezidualnih ostataka i citoplazmatski domen ¢ine 54 rezidue C-terminalnog kraja
(Musharrafieh i sar., 2020). Delecije ili mutacije M2 citoplazmatske regije dovode do nepotpune
inkorporacije genomske RNK u virion i onemoguéava formiranje i pupljenje virusnih cestica. Nakon
Sto virus ude u inficiranu ¢eliju endocitozom, protonski kanal M2 se otvara kao odgovor na nizak pH
endosoma, omogucavajuci protok virusu, §to pokreée disocijaciju virusne RNK iz RNP kompleksa u
citoplazmi radi replikacije u ¢eliji domacina (Lamb i sar., 1994). Pokazano je da histidin na 37.
(His37) i triptofan na 41. (Trp41) poziciji molekula M2, imaju ulogu pH senzora i protonske kapije.
Ovi ostaci odreduju protonsku selektivnost i jednosmernu provodljivost kanala (Wang i sar., 1995;
Tang i sar., 2002). U kasnijoj fazi replikacije virusa, M2 protein odrzava visoku vrednost pH trans-
Goldzijeve mreze i tako sprecava prevremene konformacione promene HA (Pinto i sar., 1992; Pielak
i Chou, 2011). Razumevanje uloge M2 citoplazmatskih domena u formiranju virusnih cestica moglo
bi ponuditi nove mogucnosti za razvoj antivirusne terapije (Musharrafieh i sar., 2020).
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Slika 2. U odsustvu amantadina, otvara se M2 protonski kanal virusnog omotaca pri ¢emu dolazi do
priliva protona u unutras$njost viriona, §to dovodi do depolimerizacije M1 i njegovu disocijaciju od
RNP kompleksa. U prisustvu amantadina, kanal je blokiran i replikacija je inhibirana. Serin na
polozaju 31 nalazi se delimi¢no u domenu protein-protein interakcije, a delimi¢no u kanalu. Zamena
serina ve¢im asparaginom onemogucéava vezivanje amantadina i omogucava funkcionisanje kanala.
Preuzeto i modifikovano: Hayden, 2006

Osmi segment RNK kodira dva proteina: nestrukturni protein NS1 i NS2. Protein NS2 se joS naziva
i jedarni izvozni protein (eng. nuclear export protein - NEP) jer ima ulogu u transportu
novosintetisanih RNP kompleksa iz jedra. Neke studije su pokazale da je NEP ukljucen i u regulisanje
akumulacije virusne genomske VRNK i antigenomske cRNK, kao i virusne mRNK sintetisane
virusnom RNK-zavisnom RNK polimerazom. NEP ucestvuje i u regrutovanje Celijske ATP-aze u
¢elijsku membranu kako bi se pomoglo efikasno oslobadanje virusa iz inficirane ¢elije (Paterson i
Fodor, 2012). Nasuprot NEP koji se u virionu nalazi tek u kasnijim fazama virusnog ciklusa NS1 se
stvara u ranim fazama infekcije.

NS1 protein se smatra multifunkcionalnim faktorom virulence i sintetiSe se u velikim koli¢inama u
inficiranoj ¢eliji ali nije inkorporiran u virione. NS1 protein pretezno je lokalizovan u jedru ¢elije, ali
znacajan procenat moze da se nade i u citoplazmi. To je regulatorni protein koji ima nekoliko uloga
koje doprinose efikasnoj replikaciji virusa (Hale,2008). Ovaj protein ima vaznu ulogu u borbi protiv
¢elijskog imunog odgovora domacina i odgovoran je za patogenost virusa influence a i smatra se
target proteinom za atenuaciju prilikom formiranja vakcina (Lee i Saif, 2009).

1.3. Zivotni ciklus virusa influence

Reproduktivni ciklus virusa zapoc€inje njegovim ulaskom u respiratorni trakt gde se virus vezuje za
proteine ili lipide na povrsini ciljne ¢elije, a koji sadrze sijalinsku kiselinu (Brooks i sar.,2013).
Glavnu ulogu u povezivanju virusa za receptore ¢elija domacina imaju molekuli HA koji poseduju
receptor-vezujuée sekvence. Humani sojevi virusa stvaraju a2,6 sijalinsko-galaktozne veze koje su
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dominantne na ¢elijama humanog respiratornog epitela (Bouvier i Palese, 2008). Nasuprot tome, na
A virusi (Skehel i Wiley, 2000; Suzuki i sar., 2000). Za razliku od njih, svinjski soj virusa prepoznaje
oba receptora i ovo ukazuje na veliku vaznost svinja kao inkubatora za meSanje pticije i humane
influence, ¢ime se stvaraju opasni patogeni virusi (Everett i sar., 2020). Nakon vezivanja viriona za
¢eliju domacina, virus ulazi u ¢eliju procesom endocitoze. U intracitoplazmatskoj vezikuli u kojoj se
nalazi virus dolazi do smanjivanja pH §to uslovljava spajanje virusne membrane sa membranom
vezikule (Whittaker i Digard, 2006) a kisela sredina u unutras$njosti endozoma izaziva i otvaranje M2
protonskog kanala virusnog omotaca (Boulo i sar.,2007). Proton-selektivni M2 jonski kanal
posreduje u provodljivosti protona u unutrasnjost viriona, dovode¢i do odvajanja (disocijacije) RNP
jezgra od proteina M1 $to je osnova za pocetak procesa transkripcije i replikacije (Bui i sar., 1996;
Lamb i Pinto, 2006). Pokazano je da polozaj histidina na 37. i triptofana na 41. poziciji molekula M2,
deluju kao pH senzor i protonska kapija (Krug i Aramini, 2009).Influenca virusi se replikuju u jedru
inficirane ¢elije (Herz i sar., 1981). Tokom replikacije nukleokapsid, koji nosi negativno orijentisan
molekul RNK, migrira u jedro ¢elije domacina zajedno sa jos§ tri virusna proteina: M1, NEP i NS1
(Boulo i sar.,2007). Deo M1 proteina i NEP koji ulaze u jedro imaju vaznu ulogu u naknadnom
iznosenju formiranih RNP kompleksa. U jedro ulazi i NS1 protein koji ima viSe vaznih funkcija, a
jedna od njih je i stimulacija sinteze virusnih mRNK 1 inhibicija ¢éelijske transkripcije (Hale, 2008).
U jedru, pod uticajem RNK-zavisne RNK polimeraze pocinje transkripcija i stvaranje informacione
virusne RNK (mRNK). U tom procesu koriste se prajmeri koji su celijskog porekla. Primarni
transkripti se koriste za translaciju virusnih proteina, komponenti RNP kompleksa: PB1, PB2, PA,
NP i NS1 protein, gde su u ranim fazama infekcije najzastupljeniji NP i NS1. Pretpostavlja se da je
povecana koncentracija slobodnog NP okida¢ za preokret od sinteze mRNK do obrazovanja
komplementarne kopije cele RNK (cRNK) koju ¢e isti enzimski kompleks, naknadno transkribovati
u vise kopija negativnih RNK lanaca genoma novih virusa (Radovanov, 2016). U jedru sintetisana
virusna mRNK, prelazi u citoplazmu, gde se odvija translacija i sinteza virusnih proteina (HA, NA i
M?2) na ribozomima koji se nalaze na endoplazmati¢nom retikulumu ¢elije. Posttranslaciono se HA
i NA obraduju i transportuju na ¢elijsku povrsinu, gde se integriSu u ¢elijsku membranu. Finalni
korak u maturaciji virusa influence odigrava se ekstracelularno. Virusni nukleokapsidi, zajedno sa
M1 i NEP proteinima, se transportuju do plazma membrane na kojoj se nalaze inkorporisani HA 1
NA proteini. Sklapanje i oslobadanje novoformiranih viriona influenca virusa procesom pupljenja
odigrava se u delu plazma membrane poznate kao lipidni splavovi ,lipid rafts” (LR) (Rossman i
Lamb, 2011). To su segmenti membrane bogati holesterolom i sfingolipidima. Nakon zavrSenog
pupljenja, virioni ostaju pri¢vrsceni za ¢elijsku membranu preko HA koji ostaju u vezi sa molekulima
sijalinske kiseline, sve dok ne budu oslobodeni sijalidaznom aktivno$¢u NA. Uklanjanje ostataka
sijalinske kiseline iz glikoproteina i glikolipida, omogucava novim Cesticama virusa da se odvoje sa
povrsine ¢elije domacina i ponove ciklus infekcije (Nayak i sar., 2009; Samji, 2009; Haaheim i
Oxford, 2013).

1.4. Epidemijski i pandemijski potencijal virusa influence

Veoma vazna karakteristika influenca A virusa je izrazita geneticka varijabilnost koja je osnov
njihove brze evolucije §to dovodi do nastanka novh mutiranih sojeva virusa. To se moZe dogoditi na
dva nacina: mutacijom gena (antigenski drift) i genskim rearanzmanom (antigenski Sift).

Kao i ve¢ina RNK virusa, virus gripa nema genetski mehanizam za proveru i korekciju gresaka tokom
replikacije RNK katalizovane RNK-zavisnom RNK polimerazom a kao posledica toga javlja se
visoka stopa mutacije. Svih osam segmenata genoma podloZzno je mutacijama (substitucije, delecije
i insercije), a posebno delovi genoma koji kodiraju povrSinske glikoproteine HA i NA, koji
predstavljaju glavne mete imunskog sistema domacina, te su izlozeni najjacem selektivnom pritisku
i u njima dolazi do akumulacije mutacija (Tsimring i Levine, 1996). Ovaj proces je poznat kao
mantigenski drift” 1 dovodi do pojave novih varijanti ve¢ postoje¢eg virusa. Antitela koja su veé
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prisutna u populaciji kao rezultat kontakta sa virusima koji su cirkulisali ranije, ne prepoznaju
promene i ne mogu efikasno da neutraliSu aktuelni virus sa izmenjenim HA i NA §to dovodi do
sezonskih epidemija (Haaheim i Oxford, 2013).

Ukoliko dva virusa koji pripadaju istim ili razli¢itim podtipovima inficiraju jednu celiju, Sto se u
prirodi vrlo Cesto deSava, moZe do¢i do razmene genskih segmenata virusa koji inficiraju celiju.
Rearanzman se moze desiti ili u humanom organizmu ili u prelaznom domacinu, kao §to je na primer
svinja, gde se istovremeno moze javiti infekcija humanim 1 avijarnim virusom. Kao rezultat ovog
procesa, nastaju nove generacije virusa sa novim genskim kombinacijama, a samim tim i novim
antigenskim karakteristikama. Ovaj proces je poznat kao ,,antigenski §ift”. Vazno je napomenuti da
su genski rearanzmani znatno redi ali mnogo znacajniji procesi i predstavljaju preduslov nastanka
pandemija virusa gripe, odnosno epidemija globalnih razmera. Veruje se da je upravo ovaj proces i
doveo do nastanka novog pticijeg gripa A (H7N9) identifikovanog u Kini 2013.godine (Li i sar.,
2013; Medina i Garcia-Sastre, 2011). Takode treba istaci da je antigenski §ift iskljucivo karakteristika
influenca A virusa i jedino oni imaju pandemijski potencijal, najverovatnije jer influence A cirkulise
kako izmedu humane tako i izmedu animalne populacije dok su tipovi influence B i C ogranic¢eni na
humanu populaciju (Brooks i sar., 2016).

1.5. Prevencija i leCenje influenca virusnih infekcija

Virus gripa je jedna od retkih virusnih infekcija za koju postoje specifi¢ni lekovi (De Clercq, 2006).
Uprkos sirokoj dostupnosti antivirusnih lekova i vakcina, grip i dalje ostaje ozbiljna svetska opasnost
za javno zdravlje ljudi. Zato su blagovremena prevencija i lecenje influenca virusnih infekcija od
velikog znacaja.

1.5.1. Sezonska vakcinacija protiv influence

Sezonska vakcinacija predstavlja jednu od vaznih mera kojom se smanjuju morbiditet i mortalitet
izazvani virusom gripa. Godi$nja vakcinacija protiv gripa preporucuje se posebno kod rizi¢nih grupa,
kao sto su osobe starije od 50 godina, osobe sa hroni¢nim bolestima, zdravstveni radnici kao i deca
u uzrastu od 6 meseci do 2 godine (Baguelin i sar., 2012).

Usled ceste antigenetske varijabilnosti koja karakteriSe viruse influence, proizvodnja vakcine
predstavlja pravi izazov i potrebu da se sastav vakcine stalno prilagodava (Van-Tam i Sellwood,
2009). Vakcine protiv gripa proizvode se svake godine i to po preporuci koju izdaje SZO za svaku
predstojecu sezonu, pre pocetka sledece sezone epidemije (u februaru za Severnu hemisferu, a u
septembru za Juznu hemisferu). Uglavnom sezonska vakcina protiv gripa sadrzi trovalentne doze,tj
sadrzi derivate od tri razliCita soja virusa gripe. Medutim, u zadnje vreme ide se na to da u sastav
vakcine ulaze Cetiri soja virusa koji bi §titili od dva najCeS¢a soja A virusa i dva soja B virusa
influence (Shasha i sar., 2020). Jedna vakcinalna doza sadrzi po 15 pg svakog virusa (Tosh i Jacobson

2010; CDC, 2018).

Postoje dve vrste licenciranih vakcina protiv gripa: jedna koja sadrzi mrtav, inaktivisan virus i druga
u kojoj se nalazi ziv, atenuiran virus influence. Obe ove vakcine su multivalentne, tj sastavljene su
od vise sojeva influenca virusa koji aktivno cirkuliSu u humanoj populaciji.

Ve¢ dugi niz godina kod ljudi se koriste inaktivisane vakcine i one mogu sadrzati cele virione
inaktivisanog virusa, precis¢ene povrsinske glikoproteine ili pojedine segmente virusa (split vakcina)
(Hampson ,2008). Vakcinalni soj virusa se proizvodi u alantoisnoj Supljini embrioniranih kokosijih
jaja. Virus se u vakcinama u kojima se nalaze cele virusne Cestice, inaktiviS§e formalinom,Cime se
onemogucava njegova dalja replikacija. Nakon toga se te¢nost iz alantoisne duplje precisc¢ava, a virus
koncentriSe zonalnim centrifugiranjem. U proizvodnji takozvane split vakcine, virus se takode

7



inaktiviSe formalinom, a onda se hemijskim putem razara Cestica virusa. U toku tog procesa, razlaze
se lipidna komponenta omotaca virusa. Kao nuspojava vakcine koja sadrzi ceo virion kod 20-30%
vakcinisanih, na mestu aplikacije vakcine mogu da se jave otok, poviSena temperatura, glavobolja i
bol u misi¢ima (Zambon i Potter, 2009). Primenom vakcina u kojima se nalaze samo delovi viriona
procenat nezeljenog dejstva je znatno nizi. Vakcine koje sadrze inaktivisan virus uglavnom daju
relativno kratkotrajni imuni odgovori (Madigan i sar., 2009) te SZO preporucuje sprovodenje
godisnjih imunizacija, narocito u okviru rizi¢nih grupa.

Drugi tip vakcine koji je odobren 2002. godine u SAD, a 2011. godine u Evropi sadrzi Ziv, atenuiran
virus influence (ECDC ,2018). Ova vakcina sadrzi kompletan, vijabilan virus, atenuiran adaptacijom
na replikaciju na nizim temperaturama. Atenuirani laboratorijski virus, nastao je serijskim pasazama
na 25° C, ¢ime je stvoren mutirani soj koji se ne umnozava na vi$oj temperaturi, kao $to je telesna
temperatura coveka, izolovan je u nazofarinksu i ne moze se $iriti do plu¢a (EMA, 2014). Ovaj virus
je zadrZao sposobnost replikacije i moguénost da izazove imunski odgovor, uglavnom bez izazivanja
bolesti (CDC, 2015). U slucaju pojave bolesti izazvane vakcinom, simptomi su slabiji i generalno se
nazivaju neZeljene reakcije.

Ono §to je bitno naglasiti je svrha vakcinacije stimulisanje stvaranje neutraliSucih antitela, koja ¢e u
slu¢aju infekcije prepoznati epitope na povrsini visoko varijabilnog globularnog dela HA, a u manjoj
meri i antitela na NA (Liisar., 2012). Za postizanje najviSeg nivoa titra antitela uglavnom je potrebno
oko dve nedelje, a protektivni efekat traje narednih 6 meseci.

Vakcinalni virus, prisutan u zivoj vakcini aplikuje se kao intranazalani sprej (FluMist) (Lee i sar.,
2014) i njena primena je dozvoljena samo kod zdravih osoba uzrasta 2-49 godinau SAD, 3-15 godina
u Rusiji (WHO ,2011) i 2-17 godina u zemljama Evropske unije (ECDC ,2018) dok se inaktivisana
vakcina daje intramuskularno, a mogu je primiti sve osobe starije od 6 meseci (WHO ,2011;
Committee on Infectious Diseases, 2017). Kao kontraindikacija za vakcinaciju uzima se postojanje
akutno febrilnog stanja, postojanje alergije na jaja (vakcina moZe sadrzati albumine iz jaja) (Nayak i
sar., 2005) kao 1 istorija Guillain-Barre sindroma 6 nedelja nakon prethodne vakcinacije (Harper i
sar., 2009).

Efikasnost vakcinacije se moze razlikovati od sezone do sezone i to zavisno od cirkuliSucih sojeva
gripa. Pored toga, sezonske vakcine protiv gripa su u potpunosti neefikasne u sprecavanju
povremenih pandemija gripa izazvanih novim sojevima virusa koji se pojavljuju.

U nastojanju da se dobiju bolje vakcine, razvijene su brojne platforme i tehnologija za njihovu
proizvodnju, pri ¢emu najveéi izazov predstavlja velika varijabilnost 1 brza evolucija virusa. Razvoj
nove generacije vakcina ide u pravcu proizvodnje ,,univerzalne vakcine koja bi delovala protiv vise
subtipova virusa influence tipa A Sto bi omogucilo brzi odgovor na sezonsku epidemiju ili mogucu
pandemiju izazvanu novim virusom gripa (prepandemijske vakcine). Ove vakcine sadrze HA, NA,
NP i M2.

U praksi se kao merilo imunogenosti i zastite postignute vakcinacijom koristi HI test koji predstavlja
titar antitela odreden reakcijom inhibicije hemaglutinacije, pri cemu se vrednosti >40 kod zdravih
odraslih osoba smatraju protektivnim (Kreijtz i sar., 2011).

1.5.2. Antivirusni lekovi

Pored vakcinacije koja predstavlja prvu liniju odbrane protiv gripa, antivirusni lekovi imaju vaznu
ulogu u prevenciji i terapiji tokom epidemija i pandemija (Ison, 2017). Trenutno na trzisStu postoje
dve klase antivirusnih lekova koje je odobrila Uprave za hranu i lekove (eng. Food and Drug
Administration — FDA ) a koji se koriste u profilaksi i leCenju infekcije izazvane influenca virusom
(Loregian i sar., 2014). Ovi antivirusni lekovi dovode do inhibicije dva glavna povrSinska
glikoproteina: neuraminidaze (NA) i M2 protonskog kanala.
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Inhibitori neuraminidaze (NAI), oseltamivir (GS4104, Tamiflu®) i zanamivir (GG167, Relenza®)
su odobreni 1999.godine za leCenje i sprecavanje akutnih infekcija izazvanih virusom influence tipa
A 1B (Pizzomo i sar., 2011; De Clercq, 2006). Ovi lekovi deluju tako sto inhibiraju funkciju NA, §to
za posledicu ima agregaciju virusa na povrsini inficirane celije 1 nemogucnost oslobadanja
novonastalih viriona iz ¢elije domac¢ina (Haaheim i Oxford, 2013).

Zanamivir se razlikuje od prirodnog inhibitora NA (2,3-didehidro-2-deoksi-N-acetilneuraminske
kiseline (DANA)), Neu5SAc2en u supstitucija O4-hidroksilne grupe sa guanidino grupom (Burmeister
isar.,1993) i njegovo otkri¢e jedan je od prvih primera uspesne primene dizajna lekova zasnovanog
na strukturi (Varghese, 1999; von Itzstein, 2007). Vezivanje zanamivira za NA ne zahteva
konformacione promene, te on zadrzava inhibitornu aktivnost i na oseltamivir rezistentne sojeve sa
mutacijom na 275 poziciji (Pizzorno i sar., 2011).

Lek oseltamivir je odobren za odrasle osobe, dok je upotreba zanamivira dozvoljena svim osobama
starijim od 7 godina. Ucestalost rezistencije na NAI u trenutno cirkuliSu¢im sojevima virusa gripa je
niska, <1% (Hurt i sar., 2017). Veéa rezistentnost na oseltamivir, naj¢esée koris¢eni NAI, zabelezena
je kod sezonskog virusa HIN1 2008 koji je sadrzao H275Y mutaciju (spontana mutacija koja je
dovela do zamene histidina tirozinom na poziciji 275 NA) i kod pandemijskog virusa HIN1 pdm09.
Veliki problem u primeni NAI je vrlo uzak terapijski prozor za njihovu primenu sa intervalom od
24-48 sati nakon pojave prvih simptoma bolesti (Ison, 2017; Sur i sar., 2020). Zanamivir se daje
intra-nazalno, umesto oralno kao §to je slucaj sa oseltamivirom, tako da je njegova upotreba
ogranicen, posebno kod novorodencadi i kriticno bolesnih pacijenata. Iz ove klase lekova oseltamivir
i zanamivir su odobreni Sirom sveta, dok se peramivir (BCX-1812, RWJ-270201) i laninamivir (CS-
8958, Inavir®) primenjuju samo u Japanu, Kini i Juznoj Koreji (Meijer, 2014) a peramivir je
dozvoljen i u SAD (CDC, 2015). Peramivir se aplikuje intravenozno i pogodan je za teZe obolele i
pacijente na respiratoru koji ne mogu da uzmu lek oralno ili inhalatorno. Lek laninamivir se uzima
inhalacijom a njegova efikasnost je primetna ve¢ posle jedne doze kod pacijenata inficiranih HINTI i
H3N2 virusima. Takode se primenjuje i u inhibiciji oseltamivir-rezistentnih virusa (Vavricka i sar.,
2011).

Drugoj grupi antivirusnih lekova koja se koriste u lecenju infekcije izazvane influenca virusom,a koji
deluju kao blokatori M2 jonskih kanala pripadaju derivati adamantana: amantadin (Symmetrel®) i
rimantadin (Flumadine®). Ovi lekovi se vezuju za M2 protonsko-selektivni jonski kanal i na taj nacin
inhibiraju procese zavisne od funkcionisanja M2 (Du i sar., 2012). Blokatori M2 jonskog kanala
sprecavaju fuziju virusnog omotaca i membrane endozoma, kao i disocijaciju ribonukleoproteina,
¢ime je sprecen transport RNP kompleksa u jedro, a samim tim i procesi replikacije i transkripcije
(Leonov i sar., 2011). Derivati adamantana, amantadin i rimantadin nisu efikasni u inhibiciji M2
jonskog kanala kod influenca B i C virusa (Mould i sar., 2003) ali zbog pristupacnosti i niske cene
viSe od 30 godina uspesno su se koristili protiv infekcije izazvane influence A virusom (Dolin i sar.,
1982). Medutim, vremenom se razvila rezistencija prema ovoj grupi lekova i u periodu od 2002. do
2007. godine njihova efikasnost je znacajno opala te je doneta odluka o njihovom povlaé¢enju (CDC,
2006). Iz tog razloga, inhibitori neuraminidaze su jedina klasa antivirusnih lekova preporucenih od
strane SZO za leCenje i profilaksu infekcije izazvane influenca virusom (Pizzomo i sar., 2011). U
terapijske svrhe se koriste i lekovi odobreni na regionalnom nivou a jedan od njih je i ribavirin,
nukleozidni analog koji ima Sirok spektar antivirusnih aktivnosti protiv RNK i DNK virusa (Crotty i
sar., 2000). Upotreba oralnog ili inhalatornog oblika ribavirina i podaci o intravenskom aplikovanju
nisu pokazali neki veliki klini¢ki potencijal u korist primene ovog leka (Chan-Tack i sar., 2009).
Iako se uglavnom koristi za lecenje infekcija izazvanih hepatitisom C, u Meksiku je ribavirin odobren
u terapiji protiv gripa (Steinmetzer i sar., 2015).

Nagli rast rezistencije na postojee antivirotike se belezi Sirom sveta. Molekularna osnova
rezistencije na adamantane povezana je sa aminokiselinskim supstitucijama na poloZajima L26, V27,
A30, S31 i G34 unutar transmembranskog domena proteina M2 (Lee i Yen, 2012). M2-S31N

9



varijanta, koja oznaCava zamenu serina asparaginom na poziciji 31 M2 molekula (WHO, 2013) je
pronadena u vise od 95% trenutno cirkuliSu¢ih virusa influence tip A (Hurt i sar., 2017). Ekspanzija
virusa sa M2-S31N mutacijom u ranim 2000-im nije posledica pritiska leka, ve¢ je povezana sa
povoljnim supstitucijama na drugim mestima u virusu, u procesu koji je oznacen kao geneticki ,,
hitch-hiking “. S druge strane, najnoviji izvestaji iz Australije sugeriSu da uloga ostatka M2 N31 u
virusnom fitnesu vise nije toliko bitna kao nekada (Hurt i sar., 2017). Uprkos €injenici da je primena
inhibitora M2 proteina obustavljena zbog njihove slabe aktivnosti protiv influence virusa tipa B,
nezeljenih dejstava i brzog stvaranja rezistencije tokom leCenja, interes za ovaj terapeutski target je i
dalje veliki obzirom na njegovu znacajnu ulogu koju igra u zivotnom ciklusu virusa. SadaSnja
nastojanja u istrazivanjima koja se bave dizajnom novih lekova protiv gripa su usmerena ne samo na
efikasnu inhibiciju nemutiranog proteina M2 vec¢ i na inhibiciju proteina sa mutacijom S31N (Hurt i
sar., 2017).

Influenca virus sa smanjenom osetljivo§¢u na inhibitore neuroaminidaze imaju mutacije koje
direktno ili indirektno menjaju konformaciju aktivhog mesta NA S$to se odrazava na nacin vezivanja
leka i to moze da varira medu razli¢itim podtipovima. Tako da virusi koji pripadaju prvoj grupi NA
(N1, N4, N5, N8) imaju vecu tendenciju ka razvoju rezistencije na oseltamivir u odnosu na viruse
druge NA grupe (N2, N3, N6, N7, N9). Na ovaj nacin mutacija H275Y, koja predstavlja zamenu
histidina tirozinom na poziciji 275 NA dovodi do pomeranja karboksi grupe na polozaju 276 u
unutrasnjost vezujuceg mesta ¢ime se narusava konformacija udubljenja za koje se vezuje oseltamivir
1 time onemogucéava njegovo vezivanje. Potvrdene su i druge dve mutacije R292K i N294S koje
dovode do smanjene osetljivosti na oseltamivir. Ove mutacije inhibiraju rotaciju bo¢nog lanca
rezidue glutaminske kiseline na poziciji E276 sprecavajuci stvaranje udubljenja (Wang i sar., 2002).
Izolati sa mutacijom N294S pokazali su smanjenu osetljivost na oseltamivir kod sezonskih virusa
H3N2 (Kiso i sar., 2004). Dok su druga istrazivanja pokazala da neki od izolata H7N9 sadrze
mutaciju R292K sto rezultira Sirokom otpornos$c¢u na inhibitore neuraminidaze (Liu i sar., 2014). Za
razliku od oseltamivira, rezistencija na zanamivir medu sezonskim i pandemijskim izolatima gripa je
zanemarljiva. Prema tome, zanamivir je prvi izbora antivirotika u slucaju gripe ili izbijanja pandemije
ukoliko se javi rezistentnost na oseltamivir.

Ako se uzme u obzir sve ucestalija pojava virusa rezistentnih na postojece lekove kao i ogranicen
broj lekova koji se koristi u borbi protiv influence, potreba za razvojem novih lekova je sve veca.
Danas su u toku istrazivanja novih potencijalnih lekova koji ciljaju oba virusna proteina kao i celijske
faktore domacina. Mnogi od njih su u naprednim klinickim fazama razvoja i namenjeni su za
upotrebu u le¢enju infekcije virusom gripa u vidu kombinovane terapije sa licenciranim M2 i NA
inhibitorima (Haasbach i sar., 2013a; Tarbet i sar., 2012). Nedavno je u SAD i Japanu odobren lek
Baloksavir marbokil Baloxavir marboxil (BXM), endonukleazni inhibitor PA subjedinice virusne
polimeraze. Ovaj lek je poceo da se primenjuje 2018. godine za lecenje influence tipa A i B ali je ve¢
u sezoni 2018-2019 utvrdena pojava rezistrencije na njega (O'Hanlon i Shaw, 2019; Abed i sar.,
2021).

1.5.3. Lekovi u klinickim fazama ispitivanja

Jedan od lekova koji se pokazao kao dobar kandidat u profilaksi influence je Favipiravir (T-705; 6-
fluoro-3-hidroksi-2-pirazinkarboksamid), antivirusni lek koji selektivno inhibira RNK zavisnu RNK
polimerazu influenca virusa. Ovaj antivirotik je aktivan protiv viSe podtipova virusa gripa,
RNK viruse, kao §to su arenavirus, virus Zapadnog Nila, poliovirus, rinovirus i RSV( eng.
Respiratory Syncytial Virus). Takode inhibira sojeve gripa rezistentne na postojece antivirusne
lekove 1 pokazuje sinergisticki efekat u kombinaciji sa oseltamivirom, prosirujuci tako moguénosti
lecenja gripa. Treca faza klinickog ispitivanja ovog leka u terapiji gripe je zavrSena u Japanu, gde je
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odobren dok je druga faza zavrSena u Sjedinjenim Drzavama. Dosadasnji dokazi iz klini¢kih studija
pokazuju da se favipiravir dobro pokazao u terapiji kod ljudi (Furuta i sar., 2017). Favipiravir je u
oktobru 2020.godine indikovan i za leCenje pacijenata sa blagom do umerenom klinickom slikom
Covid-19 infekcije (Hassanipour i sar, 2021).

DASI181 (Fludase®) je inhalaciona bakterijska sialidaza koja deluje uklanjanjem sijalinske kiseline
(Sia) sa povrSine epitela ¢éelija, spre¢avajuéi vezanje virusa koji koriste Sia kao receptor i naknadnu
infekciju respiratornih puteva. S obzirom da DAS181 cilja ¢elije domacina, potencijal za generisanje
virusne rezistencije moze biti manji nego kod tradicionalnih inhibitora gripa, koji ciljaju sam virus
(M2 inhibitori, inhibitori neuraminidaze). DAS181 je aktivan kako in vitro tako i in vivo protiv raznih
virusa gripe A (HIN1) i H3N2 (Triana-Baltzer i sar., 2009). Ovaj lek se nalazi u I/ II fazi klinickog
ispitivanja, a primecena je 1 aktivnost u pojedinacnim slucajevima parainfluenze kod
imunosupresivnih pacijenata (Nicholls i sar., 2013; Chemaly i sar., 2021).

Na spisku lekova koji se nalaze u klinickim fazama ispitivanja je i VX-787, prvi u klasi oralnih
terapeutika koji inhibiraju polimerazu PB2 influenca virusa kod sezonskog i pandemijskog gripa,
ukljucujuéi pandemiju 2009 HIN1 i HSN1 i trenutno se nalazi u Ila fazi klinickog ispitivanja (Boyd
isar., 2015) ( www.clinicaltrials.gov).

Pojava rezistencije na postojece antivirusne lekove predstavlja glavni izazov u lecenju inficiranih
visoko virulentnim sojevima influenca virusa. Kombinovanje lekova sa razli¢itim mehanizmima
antivirusnog delovanja predstavlja dobru strategiju kojom se smanjuje rizik od pojave rezistencije.
Istrazivanja su pokazala da trostruke kombinacija oseltamivira, amantadina i nukleozidnog analog
ribavirina imaju snaznu sinergisticku aktivnost in vitro i in vivo protiv sezonskog i pandemijskog
virusa (HINT1) (Nguyen i sar., 2012).

1.6. Razvoj lekova

Razvoj jednog leka predstavlja rezultat zajednickog rada naucnih laboratorija i farmaceutske
industrije, koji se odvija u pet koraka i nekoliko faza (Tonkens, 2005).

Kada se pojavi bolest za koju jos nije naden lek najpre se vrsi identifikacija potencijalnog targeta,
odnosno ciljnog proteina nad kojim ¢e se vrSiti testiranje a zatim i selekcija odredenih hemijskih
jedinjenja koje pretenduju da budu kandidati za lek. Najuspesniji nacin za pronalazenje adekvatnog
kandidata za lek lek je ispitivanje interakcije ciljnih proteina sa nasumi¢no odabranim jedinjenjima
koje se mogu naci u bazama tzv. bibliotekama jedinjenja. Ove baze obuhvataju do nekoliko miliona
jedinjenja sa kojima se ciljni protein testira i kombinuje. Metode koje se koriste za pronalazak leka-
kandidata mogu biti virtualni skrining (Virtual screening) ili realni skrining (Real screening) (Yang
i sar., 2009; Chandrasekaran i sar., 2021). Nakon sinteze jedinjenja se vrSe eksperimenti kojima se
utvrduju toksicni i farmakoloski efekti jedinjenja, odreduje dozvoljena doza primene i proucavaju
mogucénosti njegovog potencijalno Stetnog dejstva. Ta etapa razvoja leka naziva se pretklinicka, traje
oko Cetiri godine i obuhvata farmakodinamicke (za cilj imaju potvrdu o efikasnosti leka),
farmakokineti¢ke (spoznavanje profila leka,pre svega metabolizma i stepen vezivanja leka za protein
plazme) i toksikoloske studije (potvrda bezbednosti leka). Toksikoloska ispitivanja leka su najduza i
zahtevaju testiranja nad najveéim brojem zivih organizama. Njima se odreduje: akutna toksi¢nost
(smrtonosna doza leka), hroni¢na toksicnost, reproduktivna toksi¢nost, mutagenost, kancerogenost i
teratogenost. Pretklinicka ispitivanja se obavljaju in vivo (eksperimenti na Zivim organizmima,
najcesce zivotinjama) i in vitro (u kontrolisanom okruzenju, najceS¢e na celijskim kulturama)
(Hughes i sar., 2011).
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Ukoliko se prethodne analize pokazu uspesnim, slede klinicka istrazivanja koja se sastoje iz Cetiri
faze kako bi se testirala bezbednost i efikasnost primene leka nad ljudima. Prve tri faze obuhvataju
period koji prethodi uvodenju leka u redovnu medicinsku praksu dok Cetvrta faza prati lek na trzistu.

RAZVOJ NOVOG LEKA

OTKRICE PRETKLINICKA KLINICKA REGISTRACIJA
LEKA ISPITIVANJA ISPITIVANJA
fazal faza ll faza lll
in vitro in vivo o
g m o S iid
Lilii R Sibd
10 - 17 GODINA
PRETKLINICKA KLINICKA REGISTRACIJA |
SELERGHA ISPITIVANJA ISPITIVANJA
faza Il faza Il
invitro  in vivo o as
N Th iy o- -u-
il mm [ mEm
C va 3 s & s 8 8
1] L 1 1 ]
3-12 GODINA

Slika 3. Prikaz poredenja klasi¢nog puta razvoja novog leka i prenamena leka

U prvoj fazi koja ukljucuje od 25 do 75 zdravih volontera definiSe se bezbedna doza i prate se moguca
nezeljena dejstva buduceg leka na ljude. Faza 1 traje do godinu dana.

Tokom druge faze koja obuhvata par stotina obolelih pacijenata vrsi se provera efikasnosti leka na
datu bolest. Ispituje se interakcija leka sa hranom, alkoholom, drugim lekovima i njegov uticaj na
psihicke, fizioloske i psihomotorne procese. Druga faza je podeljena na 2a u kojoj se definiSe opseg
doze dok se u 2b ispituje efikasnost doze leka, bezbednost, farmakokinetika i farmakodinamika leka.
Ispitivanja traju oko 2 godine. MoZe obuhvatiti viSe odvojenih klinickih ispitivanja gde posle bilo
kog moze do¢i do obustave daljih ispitivanja. Do toga dolazi ako se otkrije da lek ne daje Zeljeni
efekat (Deore i sar., 2019).

Ako bududi lek nije toksican za ljude i pozitivno deluje na odredenu bolest kod ljudi, pristupa se
tre¢oj, poslednjoj i najmasovnijoj fazi klinicke studije, gde se pribavljaju dodatni podaci o sigurnosti
i efikasnosti leka. Ovo klinicko istraZivanje je veoma skupo, traje od 2 do 4 godine i ne moze mu se
prognozirati ishod, posebno ako su u pitanju hroni¢ne bolesti (Akhondzadeh, 2016).

Neophodno je da novi lek uspesno prode sve faza ispitivanja pre nego $to se strucnjaci uvere u njegov
kvalitet i prihvate ga da bude deo novog standardnog lecenja. Zatim sledi registracija i dobijanje
dozvole za stavljanje leka u promet (https://www.fda.gov.).

Cetvrta faza je poznata kao postmarketinika faza i ima varijabilno trajanje. U ovoj fazi se kontrolisu
razni parametri koji se nisu mogli uzeti u obzir za vreme testiranja (npr. uzimanje leka u trudno¢i).
Ako se u meduvremenu pronadu opasna nezeljena dejstva, lek se moze povuéi sa trzista.
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Poznato je da razvoj novog leka zahteva velika finansijska ulaganja (1.5 do 2 milijarde dolara) i da
predstavlja vrlo dug proces (12 do 15 godina). S obzirom na to da samo 1 od 10.000 jedinjenja
uspesno prode sva testiranja i od toga, samo svako tre¢e povrati svoje troSkove razvoja (Paul i sar.,
2010), primena kraceg ali ekonomski isplativijeg procesa je prenamena leka.

1.7. Baze podataka i prenamena lekova

1.7.1 Baze podataka

U domenu razvoja novih lekova, baze podataka su od najveceg znacaja s obzirom na to da su osnova
za metode prenamene lekova (Masoudi-Sobhanzadeh i sar., 2020).

Veliki broj baza je trenutno na raspolaganju sa javno dostupnim podacima, sa svakodnevnom
tendencijom rasta njihovog broja. Aktuelne baze se razvijaju autonomno ili su delovi velikih
repozitorijuma. Svaka baza je formirana za specificne potrebe, razliite je veliine i namene i kao
takva od velike je vaznosti za istrazivacku zajednicu (Abdulganiyu i sar., 2016). Mnogi istrazivaci
podatke dobijene iz svojih istrazivanja stavljaju u bazu podataka gde ih integriSu sa drugim
dostupnim ontoloskim podacima i na taj nacin se baze podataka konstantno azuriraju (Kern i sar.,
2020; Ison, i sar., 2016).

EMBL-EBI je repozitorijum koji pruza pristup sveobuhvatnim i javno dostupnim molekularnim
bazama podataka pokrivajuci pri tome Citav spektar bioinformatickog znanja (bioloske podatke,
supstance, razli¢ite hemijske strukture itd.). Najznacajnije baze podataka ovog repozitorijuma su
Reactome, UniProt i ChEMBL (Cook i sar., 2019).

Baza podataka ChEMBL (//www.ebi.ac.uk/chembl) prvi put objavljena 2011. godine predstavlja
Siroko koris¢en resurs koji sadrzi informacije o bioaktivnim molekulima sa osobinama slicnim
lekovima. Ova baza podataka je razvijena u okviru Evropskog Bioinformatickog Instituta (EBI) u
Velikoj Britaniji koji je deo evropske laboratorije za prirodne nauke (EMBL). ChEMBL je dobro
utemeljen resurs u polju otkrivanja lekova i biohemijskih istrazivanja. Baza podataka ChEMBL
sadrzi standardizovane podatke o bioaktivnosti molekulima, targetima i lekovima dobijenih iz vise

......

Svaki lek u ChHEMBL bazi podataka opisan je preko odgovarajucih atributa, koji se odnose na [IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry) nomenklaturu (hemijske identifikatore
jedinjenja kao $to su SMILES, InChi i InChiKey), mehanizme delovanja, fizicko-hemijske osobine
jedinjenja, itd. Trenutno ChEMBL sadrzi oko 12 000 targeta, 1.9 miliona supstanci, 11000 lekova, 4
700 mehanizama, 1.1 milion bioloskih testova, 655 tkiva. Analize i jedinjenja u ChEMBL obuhvataju
viSe od 8200 proteina, ukljuc¢ujuéi 3569 humanih proteina (Masoudi-Sobhanzadeh i sar., 2020).

Pored podataka unesenih iz literature, CAEMBL takode sadrzi strukture lekova odobrene od strane
Uprave za hranu i lekove (eng. Food and Drug Administration (FDA)). Za svaki unet lek, u bazi
podataka nalaze se i informacije o odobrenim proizvodima ukljucujuéi njihova komercijalna imena,
nacine administracije, informacije o doziranju i datumi odobrenja.

Najvazniji tipovi entiteta u ChEMBL-u su dokumenti (iz kojih se izdvajaju podaci), jedinjenja
(supstance koje su testirane na njihovu bioaktivnost), eseji (pojedinacni eksperimenti koji su
sprovedeni za procenu bioaktivnosti) i targeti (proteini ili sistemi koji se nadgledaju testom). Svaki
izdvojen dokument ima listu povezanih sloZenih zapisa i eseja, koji su povezani aktivnostima
(Gaulton i sar., 2011).

PronalaZenje potencijalnih jedinjenja vrsi se uno$enjem kljucne reci, koriste¢i ime proteina, sinonim
ili pristup UniProtu a budu¢i da baza podataka ukljucuje samo proteinske targete za koje su dostupni
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podaci o bioaktivnosti, korisnici takode mogu da izvrSe BLAST pretragu baze ChEMBL sa
proteinskom sekvencom od interesa.

Baza podataka ChEMBL pruza i informacije o takozvanom mestu vezivanja (engl. binding site),
odnosno lokacijama na bioloskoj meti na kojoj se odvija hemijska interakcija sa odredenom aktivnom
supstancom. Ova informacija je dostupna kroz predikat chembl:BindingSite. Mesto vezivanja se
moze definisati na razli¢itim nivoima granularnosti (na nivou podjedinice, na nivou proteina i nivou
ostatka) 1 ova karakteristika se koristi da pokaze hemijsku specificnost za tipove liganda koji se mogu
vezati, kao 1 afinitet - meru jacine hemijske interakcije.

Linked Open Drug Data (LODD) je repozitorijum povezanih skupova podataka koji je kreiran da
unapredi proces otkrivanja lekova. On obuhvata nekoliko skupova kao §to su DrugBank, LinkedCT,
SIDER, DailyMed (Samwald i sar., 2011) (www.w3.org/wiki’/HCLSIG/LODD).

DrugBank je sveobuhvatan, slobodno dostupan veb resurs bioinformati¢kih / heminformatickih
informacija o lekovima (npr. hemijske, farmakolosSke i farmaceutske) sa opSirnim podacima o
bioloskim ciljevima (npr. sekvenca, struktura) koji se pojavio 2006.godine (Wishart i sar., 2006).
Najnovije online izdanje DrugBank (verzija 5.1.8, dostupna od 3.01.2012) sadrzi 14.543 unosa
lekova, ukljucujué¢i 2.687 malih molekulia, 131 nutritienata, 1.468 odobrenih bioloskih lekova
(proteini, peptidi, vakcine i alergeni) i preko 6.654 eksperimentalnih lekova (u fazi otkri¢a). Pored
toga,sadrzi 5.253 proteinskih sekvenci (tj. targeta leka / enzima / transportera). Svaki unos sadrzi vise
od 200 polja podataka, pri ¢emu se polovina podataka odnosi na lekove / hemikalije, a druga polovina
namenjena je podacima o lekovima ili proteinima ( https://go.drugbank.com/about). Ove informacije
su kljuéne za razumevanje farmakokinetike lekova, bioraspolozivosti leka i ADMET karakteristika
leka (apsorpcija, distribucija, metabolizam, izlucivanje i toksi¢nost). DrugBank 5.0 sadrzi podataka
o klini¢kim i predklinickim ispitivanjima lekova. Svake godine se velikom broju odobrenih lekova
dodeljuju nove indikacije u bazi Drugbank koje su nastale kao rezultat prenamene lekova (Wishart i
sar., 2018).

Kljucna karakteristika koja razlikuje DrugBank od ostalih on-line baza lekova je njegova Siroka
podrska pretrazivanju podataka. DrugBank nudi lokalnu BLAST (Altschul i sar., 1997) pretragu koja
podrZava pojedinacne i viSestruke unose sekvenci, logicko pretrazivanje teksta koriste¢i GLIMPSE
(Manber i Bigot, 1997), usluzni program za pretragu hemijske strukture i alat za relaciono izvlacenje
podataka (Sundararaj i sar., 2004).

PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) je baza podataka hemijskih molekula pri Nacionalnoj
Medicinskoj Biblioteci (NLM), koja je u okviru americkog Nacionalnog Instituta za Zdravlje (NIH).
To je najveca baza slobodno dostupnih hemijskih informacija o fizicko-hemijskim svojstvima
molekula, bioloskoj aktivnosti, o njihovoj bezbednosti i toksicnosti, sadrzi podatke o patentima,
citate iz literature, itd (Kim i sar., 2021). PubChem predstavlja klju¢ni izvor informacija za
biomedicinska istrazivanja u mnogim oblastima kao $to su heminformatika, biohemija i otkrivanje
lekova. Takode, ova baza je vazan izvor velike koli¢ina podataka (eng. big data) u masinskom ucenju,
virtuelnom skriningu, prenameni lekova, predvidanju hemijske toksi¢nosti, predvidanju nezeljenih
efekata lek i identifikaciji metabolite (Kim i sar., 2021).

1.7.2. Prenamena lekova

Zadnjih par godina, vrlo popularan pristup u otkrivanju lekova koji omoguéava brzo pronaleZenje
efikasne terapije je prenamena, pri ¢emu se za odobrene lekove predlaze nova indikacija
(repozicioniranje lekova) (Mercorelli i sar., 2018). Ovaj pristup u razvoju novih lekova ima
finansijsku prednost u odnosu na uobicajeni pristup posto znacajno skracuje postupak za klinicko
ispitivanje koje je neophodno izvrsiti da bi lek bio odobren.
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Uprava za hranu i lekove (eng. Food and Drug Administration — FDA ) u Sjedinjenim Drzavama je
u period od 2012. do 2017. godine odobrila samo 12 novih antivirusnih lekova od kojih je 8
namenjeno za lecCenje infekcije izazvane virusom hepatitisa C (HCV) a 2 leka za leCenje HIV-a
(www.fda.gov). Ono $to zaostaje a na ¢emu se intenzivno radi je adekvatna terapija za viruse koje
karakteriSe pandemijski potencijal poput Zika virusa (ZIKV), virusa ebole (EBOV) i koronavirusa
(Bliskoisto¢ni respiratorni sindrom ,,Middle East Respiratory Syndrome* (MERS-CoV)).

Zavisno od informacija koje su na raspolaganju, postoje tri nacina da se za odobrene lekove predlozi
nova indikacija (Mercorelli i sar., 2018):

1. Isti target - novi virus. Jedna od opcija je kada antivirusni lek za koji se zna da cilja specificnu
virusnu ili ¢elijsku funkcija / put poseduje aktivnost protiv drugih virusa.

2. Isti target - nova indikacija. Ovo se deSava kada se farmakoloska meta (protein ili put koji se
moze modulirati odobrenim lekom) pokaze bitna u patogenom procesu povezanom sa virusnom
infekcijom. U ovom slucaju, odobreni lek se moze iskoristiti i kao antivirusno terapijsko sredstvo
(nova indikacija).

3. Novi target - nova indikacija. To se deSava kada se odobrenom lek sa utvrdenom
bioaktivnoS¢éu za odredeni put/mehanizam nade novi molekularni target koji je neophodan za
replikaciju virusa.

Lekovi koji imaju potencijal prenamene protiv virusnih bolesti veéinom su identifikovani
pretrazivanjem molekulskih biblioteka koje se sastoje od lekova, kako odobrenih, tako i onih koji su
jos u fazi ispitivanja kao i drugih jedinjenja poznate bioaktivnosti, ukljucujuéi i selekciju prirodnih
proizvoda koji imaju terapeutski potencijal (McKimm-Breschkin i sar., 2018).

Prenamena lekova predstavlja najefikasniju strategiju za iznalaZenje novih lekova za mnoge virusne
bolesti, ukljucujuci i grip. U toku su dva klinicka ispitivanja sa repozicioniranim lekovima za grip:
(1) ispitivanje (faza 2b/3 klinickog ispitivanja) u kome se kombinuje klaritromicin i naproksen
zajedno sa oseltamivirom u kombinaciji trostrukog leka i (2) ispitivanje efikasnosti antiparazitskog
leka nitazoksanida protiv virusa gripa (faza 3) (Kratky i VinSova, 2011; Mercorelli i sar., 2018).
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2. Cilj rada

1. Odredivanje bioinformatickog kriterijuma za in silico pretrazivanje molekulskih biblioteka u cilju
identifikacije kandidata za lekove dvostrukih inhibitora M2 jonskog kanala WT influence A virusa i
virusa koji su rezistentni na amantadin sa mutacijom S31N u proteinu M2.

2. Odredivanje potencijalnih kandidata za dvostruke inhibitore M2 jonskog kanala (WT i S3IN
mutanta) influence A pretrazivanjem baze odobrenih lekova DrugBank primenom predlozenog
bioinformatickog kriterijuma za odabir lekova u kombinaciji sa hemoinformatickim metodama
virtuelnog skrininga molekula.

3. Ispitivanje antivirusne aktivnosti u in vitro eksperimentima predlozenih najboljih kandidata na
osnovu in silico kriterijuma za selekciju za inhibitore M2 jonskog kanala (WT i S31N mutanta)
influence A
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3. Materijal i metode

3.1. Virtuelni skrining molekularnih biblioteka zasnovan na deskriptorima
AQVN i EIIP

Razvoj lekova je slozen, skup i dugotrajan proces. Ovaj proces je takodje riziCan jer se procene
kona¢ne stope uspeSnog razvoja leka, zavisno od terapeutske klase, kre¢u izmedju 12% 1 33%
(DiMasi, 2001). Analiza 68 nasumi¢no odabranih lekova pokazala je da troSkovi istrazivanja i
razvoja po novom odobrenom leku iznose vise od 2 milijarde $ (DiMasi i sar., 2003).

U poslednjih 25 godina, otkrivanje i razvoj lekova praceni su intenzivnim razvojem informacionih
tehnologija koje su postale nezaobilazni deo ovih procesa koji pocinju osnovnim istrazivanjem a
zavrsavaju se proizvodnjom leka za odredenu bolest. Rezultati studija su pokazali da uklju¢ivanje
racunarskih tehnika u razvoj lekova (doking studije, hemoinformaticke 1 bioinformaticke analize)
smanjuje troskove ovog procesa do 50% (Augen, 2002). Informaticki alati, koji analiziraju jacinu
interakcije izmedu liganda i terapeutskog targeta, predstavljaju znacajane tehnologije za skeniranje
molekulskih baza radi selekcije molekula koji predstavljaju kandidate za lekove. Poslednjih godina
virtuelni skrining (VS) postao je nezaobilazna faza u razvoju novih lekova.

Glavne prednosti VS su (i) niski troskovi (nije potrebna prethodna nabavka hemijskih jedinjenja za
testiranje), (i) moguénost istrazivanja jedinjenja koja joS nisu sintetizovana, i (iii) smanjenje
pocetnog broja jedinjenja pre njihovog eksperimentalnog testiranja, koje je po pravilu skupo i
dugotrajno.

U savremenom procesu otkrivanja lekova koriste se sledece metode virtuelnog skrininga: (i)
strukturni VS koji se zasniva na strukturnoj kompatibilnosti izmedu liganda i potencijalnog mesta
vezivanja liganda na ciljnom molekulu, (ii) VS na bazi liganda koji omogucava identifikacija
najefikasnijeg bioloski aktivnog molekula koriste¢i strukturnu ili topolosku slicnost sa terapeutskim
targetom, (iii) tehnike masinskog ucenja koja ukljucuje nekoliko tehnika neuronskih mreza, (iv)
algoritmi za masinsko ucenje poput genetickih algoritama i (v) virtuelne kombinatorne biblioteke
koje omoguéavaju primenu odgovarajuéih selekcionih tehnika za svodenje velikih molekulskih
biblioteka na manje podskupove jedinjenja za fizicku sintezu i bioloSka ispitivanja.

Nije uvek lako pratiti biolosku aktivnost jedinjenja do odredenog terapeutskog cilja, jer je neophodno
uzeti u obzir brojne faktore koji igraju vaznu ulogu u aktiviranju leka. Ovo je razlog $to racunski
tretman buduceg leka jos uvek ne daje pouzdanu informaciju o njegovoj krajnjoj efikasnosti. Da bi
se u analizu ukljucio veci broj faktora koji uticu na biolosku aktivnost molekula, VS treba da sadrzi
razli¢ite molekularne deskriptore koji opisuju fizicko-hemijska i strukturna svojstva molekula.
Nedavno su Todeschini i Consonni sakupili i opisali 3300 molekularnih deskriptora (Todeschini i
Consonni, 2009). Svi ovi deskriptori se odnose na molekularna svojstava koja uticu na
medumolekulske interakcije koje se deSavaju na rastojanjima <5A, sa izuzetkom srednjeg kvazi-
valentnog broja (eng. average quasi-valence number, AQVN) i potencijala elektron-jon interakcije
(eng. electron-ion interaction potential, EIIP). Ova dva molekularna deskriptora odgovaraju fizickim
osobinama koje karakterisu dugodosezne interakcije (interakcije na rastojanjima izmedju 51 100 A)
izmedu bioloskih molekula.
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3.2. Koncept dugodoseznih medumolekulskih interakcija u bioloSkim sistemima

Teorija ,.kljuca i brave” (,,key and look*), koju je prvobitno predlozio Emil Fischer 1894. godine,
zajedno sa teorijom sudara, predstavlja osnovnu za sadasnje razumevanje medumolekularnih
interakcija u biologkim sistemima. Ako se proteini posmatraju kao sfere polupre¢nika 18 A (tipi¢no
za mali protein), i ako se te sfere povezuju u jednoj dodirnoj tacki, konstanta brzine hemijske reakcije
koja je ograniCena difuzijom, izraCunata prema jednacini Smoluchovskog (Smoluchowski, 1917),
iznosi 7 x 109 M-'s”!. Pri tome se uzima u obzir da privla¢ne sile ukljuene u prepoznavanje i
vezivanje molekula obuhvataju iskljucivo slabe nekovalentne sile. 1z tog razloga, pre nego Sto dode
do stvaranja hemijske veze, molekularni regioni koji medusobno reaguju moraju biti postavljeni
dovoljno blizu (na rastojanju <5 A) pri ¢emu atomi koji ostvaruju direktni kontakt moraju biti u
odgovarajucoj orijentaciji koja je pogodna za reakciju koja sledi. Kao posledica ovih ogranicenja,
mesto vezivanja proteina predstavlja samo mali deo (< 0,1%) od njegove ukupne povrsine. Uzimajuci
u obzir ovo ogranienje, konstanta brzine vezivanja koja je limitirana ,,slucajnom difuzijom® i
izratunata prema jednac¢ini Smoluchovskog (X) je ~ 10® M-!s”! za protein-ligand interakciju i ~ 10°
M-!s! za protein-protein interakciju. Uzimaju¢i u obzir protein-protein interakcije u razli¢itim
bioloskim sistemima, procenjeno je da se medusobno vezivanje bioloskih molekula uglavnom desava
brzinama koje su 103 do 104 puta brze nego Sto bi se ocekivalo na bazi ovog teorijskog razmatranja
(Chapeville 1 Haenni, 1980). Neke reakcije su cak znaCajno brze nego $to predvida 3D model
»sluCajne difuzije®. KlasiCan primer je superoksid dismutaza koja ima katalitiCku konstantu brzine
od ~ 10° M!s’!, jako aktivno mesto na proteinu predstavlja samo 0,1% njegove povrsine (Sharp i
sar., 1987).

Da bi se objasnio nesklad izmedu teoretski procenjenih vrednosti i stvarnih vrednosti konstante
brzine za medumolekulske interakcije u bioloskim sistemima, predloZeno je nekoliko modela (npr.
smanjenje dimenzionalnosti difuzije (Wiegel i DeLisi, 1982; McCloskey i sar., 1986; Peters, 2005)
protein-protein interakcija zasnovana na hidrodinami¢kom usmeravanju (Brune i Kim, 1994) protein-
protein interakcija posredovana desolvatacijom (Camacho i sar., 2000) itd.

Polazeci od vrlo opstih teorijskih razmatranja, fizicar Frohlich je predlozio mehanizam po kome se
interakcije izmedu bioloskih molekula u polarnom medijumu, ukljucujuc¢i vodu i lipide, zasnivaju na
dipolnim vibracijama koje dovode do selektivnih privlacnih sila dugog dometa koje deluju na
rastojanjima veée od jedne linearne dimenzije makromolekula (102 — 103 A) (Frohlich, 1968;
Frohlich, 1970; Frohlich, 1975). Ove privlacne sile povecavaju broj produktivnih sudara molekula u
interakciji u poredenju sa njihovim sluajnim sudarima. Frohlichov koncept dugodoseznih
medumolekulskih interakcija dopunjuje FiSerov koncept ,klju¢ i brava“ koji se odnosi na
kratkodosezne medumolekulske interakcije. Uzimajuéi u obzir oba ova koncepta, moze se zakljuciti
da medumolekulska interakcija u bioloskom sistemu ukljuuje dva koraka: (i) selektivno
prepoznavanje i privlacenje izmedu dva molekula koje se ostvaruje na rastojanjima izmedu 100 i
1000 A i (ii) hemijsko vezivanja izmedu molekula koji ukljucuje slabe polarne sile koje deluju na
rastojanju <5 A. Shodno tome, terapeutski molekul leka treba da bude u stanju da prepozna specifi¢ni
terapeutski cilj na udaljenosti od 100 do 1000 A i nakon toga ga efikasno veZe. Svaki od ova dva
koraka pojedinacno predstavlja potreban ali ne i dovoljan uslov da terapeutski molekul bude efikasan.
Potencijalni lek koji je odabran samo na osnovu strukturne komplementarnosti sa terapijskim ciljem,
ali bez podataka o ,,adresi* koji mu omogucéavaju prepoznavanje ovog cilja na udaljenosti vecoj od
5 A, ne moze biti efikasan.

Predlozeno je da molekularni deskriptori AQVN i EIIP, koji predstavljaju osnovne karakteristike
delokalizovanih elektrona u molekulu, odreduju svojstva bioloskih molekula koja su odgovorna za
njihove dugodosezne interakcije (Veljkovic, 1980). Vrednost deskriptora EIIP za organske molekule
definisana je sledeCom jednostavnom jednacinom izvedenom iz ,opSteg modelnog
pseudopotencijala“ (Veljkovic i Slavic, 1972; Veljkovic, 1973; Veljkovic i Lalovic, 1973):
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EIIP = 0.25Z*sin(1.04nZ*)/2 (1)
gde je Z * srednji kvazivalentni broj (AQVN) koji je definisan jedna¢inom
Z* =EXm niZi/N (2)

gde je Zi valentni broj i-te atomske komponente, ni broj atoma i-te komponente, m broj atomskih
komponenata u molekulu, a N ukupan broj atoma u molekulu. EIIP vrednosti izraCunate prema
jednacinama (1) i (2) su date u Ridberzima (Ry = 13.6 ¢V). Veza izmedu molekularnih deskriptora
EIIP i AQVN organskih molekula i njihove bioloSke aktivnosti (mutagenost, kancerogenost,
toksic¢nost, antibiotska, citostatska i anti-HIV aktivnost, itd.) ranije je ustanovljena (Veljkovic i
Lalovic, 1976; Veljkovic i Lalovic, 1977; Veljkovic i Lalovic, 1978; Ajdacic i Veljkovic, 1978;
Veljkovic i Ajdacic, 1978; Seifert i sar., 2003; Veljkovic i sar., 2007; Tintori i sar., 2007). Pokazano
je da na ove aktivnosti, koje su uslovljene sposobnosé¢u molekula ili njegovih metabolita da se
kovalentno ili nekovalentno vezu za razli¢ite unutar-Celijske i van-Celijske proteine, takode uticu
elektronska svojstva molekula reprezentovana deskriptorima EIIP i AQVN, koji odreduju njihove
dugodosezne interakcija. Ova dva molekularna deskriptora ne zavise od strukture molekula
(jednacine (1) i1 (2)) Sto sugeriSe da su procesi prepoznavanja i medusobnog navodenja
interreagujucih bioloskih molekula na velikoj udaljenosti takode strukturno nezavisni.

Analiza 45,010.644 jedinjenja iz molekularne baze PubChem pokazala je da se vrednosti molekularni
deskriptora za 92.5% ovih jedinjenja nalaze u intervalima (0.00-0.11 Ry) za EIIP i (2.4-3.3) za
AQVN. Ovaj deo EITP/AQVN prostora, u kome se nalazi najvec¢i broj poznatih hemijskih jedinjenja,
okarakterisan je kao ,,osnovni EIIP/AQVN hemijski prostor (Veljkovic i sar., 2011). Pokazano je
da vrednosti ovih molekularnih deskriptora racunate za razlicite klase lekova formiraju klastere u
EIIP/AQVN prostoru koji su specificni za svaku pojedinacnu klasu terapeutskih molekula. Ovi
domeni su koris¢eni kao filteri u VS-u molekularnih biblioteka pri odredivanju potencijalnih lekova
zarazliCite bolesti SIDA (Veljkovicisar.,2011; Maga i sar., 2013; Veljkovic i sar., 2012), bakterijske
infekcije (Veljkovic i sar., 2016), Ebola (Veljkovic i sar., 2015), LeSmanija (Stevanovic i sar.,2019),
malarija (Veljkovic i sar., 2015), rak (Veljkovic i sar., 2016)). U Tabeli 1 dat je primer EIIP/AQVN
domena koji odgovaraju razli¢itim klasama lekova za le¢enje SIDE (Veljkovic i sar., 2011).

Tabela 1. EITP/AQVN kriterijum za selekciju kandidata za anti-HIV lekove virtuelnim skriningom
molekularnih biblioteka (Veljkovic i sar., 2011).

Target AQVN EIIP [Ry]

CXCR4 2.16-2.53 0.062 — 0.096
CCR5 2.42-2.63 0.079 — 0.099
PI 2.61 —2.78 0.040 — 0.080
NRTI/NtRTI 2.92-3.20 0.040 — 0.100
INI 3.00 — 3.20 0.044 —0.116
Anti-HIV flavonoidi 3.34 - 3.59 0.110 — 0.135

U ovom radu EITP/AQVN filter je koris¢en za VS baze GenBank u cilju selekcije odobrenih lekova
koji bi se pored njihove osnovne terapeutske namene mogli koristiti i za leCenje infekcije virusom

gripa.

Za pretragu kandidata - inhibitora M2 kanala influence A je ucitano 2627 odobrenih lekova, malih
organskih molekula iz DrugBank baze (http://www.drugbank.ca). Da bi se definisao kriterijum za
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izbor kandidata za inhibitore M2 kanal, skup za ucenje je prvobitno ubrojao sva jedinjenja iz
ChEMBL baze za koja je izmerena aktivnosti za dati M2 kanal (Sifra targeta CHEMBL613740).
Dalje, suzavanjem kriterijuma, skup je sveden na podatke o jedinjenjima za koje je odredena
aktivnost na divljem tipu (WT) i mutantu S31N, uz odgovaraju¢e IC50 vrednosti. Ukupan broj
prijavljenih inhibitora M2 kanala u skupu za ucenje je tako iznosio 49. Nakon uklanjanja duplikata i
jedinjenja koja nisu pokazivala aktivnost, konacni broj jedinjenja je bio sveden na 15 jedinjenja
aktivnih na WT i 11 jedinjenja aktivnih na mutant S31N (Dodatne tabele 2, 3). Protokol virtuelnog
skrininga (VS) je obuhvatio primenu naknadnih filtera za odabir dvostrukih inhibitora M2 jonskog
kanala. U prvom koraku filtriranja su koris¢eni EIIP/AQVN deskriptori, a zatim strukturno zasnovani
virtuelni skrining.

3.3. Strukturno zasnovan VS

Da bi se izabrala jedinjenja — kandidati iz Drugbank-a, jedinjenja iz skupa za ucenje i kandidati su
pretvoreni u trodimenzionalni (3D) sdf format iz SMILES formata. [zracunati su GRIND deskriptori
molekula, koji su zasnovani na poljima molekulskih interakcija (MIF) (Duran i sar., 2009). Na
osnovu njihovih vrednosti je izraden statisticki model na osnovu dobijenih varijabli, koje
predstavljaju interakciju dve probe — tacke na povrsSini molekula. Probe za mapiranje interakcionih
regiona molekula su bile DRY (hidrofobne interakcije), O (akceptor vodonicne veze), N1 (donor
vodoni¢ne veze) i TIP (deskriptor molekulskog oblika). Na osnovu unesenih varijabli, izvrSena je
analiza glavnih komponenti (eng. Principal Component Analysis, PCA). Broj glavnih komponenti u
PCA je bio podesen na vrednost 5. Objasnjena varijansa tako dobijenog statistickog modela za prve
2 glavne komponente je iznosila 58,84%. U tako dobijenoj dvodimenzionalnoj projekciji prve dve
glavne komponente, PC1 i PC2, merenjem Euklidskog rastojanja kandidata od centroida skupa za
ucenje je izvrSen odabir kanditada. Svi racuni su izvedeni u softveru Pentacle 1.06 za Linux.

3.4. Molekulsko dokovanje

3.4.1. Priprema receptora

Kristalne strukture divljeg tipa M2 kanala i S31N mutanta su preuzete iz baze podataka RCSB PDB
(https://www.rcsb.org/) sa PDBID Siframa 2KQT (Cady i sar., 2010) i 2LY0 (Wang i sar., 2013). Svi
ligandi, joni i molekuli vode su uklonjeni iz kristalnih struktura. Na atome proteina su dodati atomi
vodonika, a zatim su isti svedeni na samo polarne atome vodonika. Receptor je pripremljen u
programu ADT Tools 1.5.6 (Sanner, 1999; Morris i sar., 2009).

3.4.2. Priprema liganada

Ligandi su pretvoreni iz 3D sdf u mol2 format i uvezeni u softver Avogadro, kako bi bili protonovani
na fizioloskoj pH vrednosti. Molekuli su pripremljeni za MOPAC 2016 (Stewart, 2016) i
geometrijski optimizovani na nivou teorije PM7 (Stewart, 2013). Dalje su bili pripremljeni za
molekulski doking u u softveru ADT Tools 1.5.6. (Sanner, 1999; Morris i sar., 2009).
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3.4.3. Molekulsko dokovanje

Kutija dimenzija 24 x 24 x 24 A je postavljena u srediSte vezivnog mesta proteina receptora.
Rezolucija racuna je podeSena na vrednost 50. Molekulski doking je izveden u programu Autodock
Vina (Trott i Olson, 2010).

3.5. Testiranje antivirusne aktivnosti lekova

Testiranje antivirusne aktivnosti lekova je uradeno u saradnji sa Nacionalnom laboratorijom za
predklinicke studije 1 Nacionalnom BSL3 laboratorijom Instituta za humane infekcije 1 imunitet u
Galvestonu, Univerzitet u Teksasu, SAD.

Antivirusna aktivnost repozicioniranih lekova iz baze DrugBank koji su selektovani
bioinformatickim i hemoinformatickim VS je testirana protiv pandemijskog pHINT1 virusa i H3N2
sezonskog virusa gripa in vitro u kulturi bubreznih celija psa (eng. Madin-Darby canine kidney
(MDCK)). MDCK je najcesce koris¢ena Celijska linija za ispitivanje antivirsunog delovanja lekova
protiv gripa i podlozna je infekciji razli¢itim sojevima gripa (Gaush i Smith, 1968; Takeda i sar.,
2002). MDCK ¢elije koris¢ene u ovoj studiji uzgajane su u odgovaraju¢em preporu¢enom medijumu
za rast 1 odrzavane na + 37 © C u 5% CO2. Analiza svih uzoraka radena je u triplikatu.

Koris¢ena su slede¢i sojevi virusa gripa: A/CA/07/2009 (H1N1), za proveru antivirusne aktivnosti
gvanetidina i A/CA/07/2009 (HIN1) i A/New York/55/04 (H3N2) za proveru efikasnosti cikrimina.

3.5.1. In vitro ispitivanje efikasnosti gvanetidina protiv H1Nlvirusa gripa

Virus gripa A / CA / 07/2009 (HIN1) je prethodno pretretiran sa 1, 10 i 100 pM gvanetidina 1
inkubiran na 37 © C tokom 1 sata. Bunari¢i za pozitivnu kontrolu pripremljeni su pretretmanom virusa
gripa A / CA / 07/2009 (HIN1) sa 10 uM merimepodibom. Zatim su MDCK ¢elije zaraZene u
triplikatu smeSom virusa A/CA/07/2009 (HIN1) i gvanetidina. Posle ~ 1 h inkubacije na37 ° C15%
CO2, ¢elije su isprane sa medijumom bez seruma i zatim je dodato u ¢elije 1, 10 ili 100 uM
gvanetidina. Bunari sa virusnim kontrolama kao i netretirani kontrolni bunari su radeni u triplikatu.
Celije su inkubirane na 37 ° C i 5% CO2, a uzorci su sakupljeni 0, 1, 2 i 3 dana nakon infekcije.
Uzorci su ¢uvani na -80 © C do dana analize. Titar virusa gripa u ¢elijama MDCK putem TCID50
kvantifikovan je za svaki uzorak prikupljen 0, I i 2 dana nakon infekcije.

Titar virusa izrazen je infektivnom dozom kulture tkiva TCID50 (eng. Tissue Culture Infective Dose
50) koji odgovara najve¢em razblazenju virusne suspenzije koje izaziva pojavu citopatogenog efekta
CPE u 50% ¢elija inokulisanih ¢elijskih kultura.

3.5.2. In vitro ispitivanje efikasnosti cikrimina protiv HIN1 i H3N2 virusa gripa

Virus gripa A/ CA /07/2009 (H1NT1) je najpre pretretirani sa 1, 101 100 pM cikrimina i inkubirani
na 37 © C tokom 1 sata. Bunari¢i za pozitivnu kontrolu pripremljeni su pretretmanom virusa gripa A
/ CA /07/2009 (HINT1) sa 10 pM merimepodiba. Isti postupak je ponovljen i sa A/New Y ork/55/04
(H3N2) virusom. MDCK ¢elije su isprane dva puta sa medijumom bez seruma a zatim su u triplikatu
zarazene sa smeSom virusa A / CA / 07/2009 (HIN1) i cikrimina ili mixom A/New York/55/04
(H3N2) i cikrimina. Posle ~ 1 h inkubacije na 37 °© C i 5% CO2, ¢elije su dva puta isprane sa
medijumom bez seruma i u ¢elije je 1 zatim je dododato 1, 10 ili 100 uM cikrimina. Tri bunara su
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koriS¢ena kao negativna kontrola i nisu bili tretirani a tri bunara su sluZzila kao kontrola virusa i bila
su zarazena. Kontrolni bunarci¢i nisu tretirani. Bunari sa virusnim kontrolama kao i netretirani
kontrolni bunari su radeni u triplikatu. Celije su inkubirane na 37 ° C i 5% CO2, a uzorci su
sakupljeni 8, 12,16,24 i 48 sati nakon infekcije. Uzorci su ¢uvani na -80 © C do dana analize. Svaki
uzorak prikupljen u razli¢itim vremenskim intervalima razblaZen je u odnosu 1:10 i koristio se za
inokulaciju ¢elija ¢ija je konfluentnost bila ~85-95% , na plo¢i sa 12 bunarica kako bi se
kvantifikovao titar virusa pomoc¢u TCID50 eseja. Kriva rasta za svaki virus je nacrtana na osnovu
pojedinacnog titra za svaki uzorak prikupljen 24 i 48 sati nakon infekcije.

3.5.2.1 Odredivanje citotoksicnosti cikrimina

Analiza odrzivosti luminiscentnih ¢elija (Promega, SAD) koris¢ena je za odredivanje citotoksi¢nosti
cikrimina. Ova metoda odreduje broj odrzivih ¢elija u kulturi zasnovanoj na kvantifikacije nivoa
ATP, sto signalizira prisustvo metabolicki aktivnih ¢elija. Koli¢ina ATP je direktno proporcionalna
broju metabolicki aktivnih ¢elija prisutnih u kulturi.

Postupak se sastoji od zasejavanja MDCK ¢elija na ploce sa 96 bunara, koje se uzgajaju 24 sata, a
zatim inkubiraju sa serijski razblazenim jedinjenjem. Ploce se sakupljaju u naznaceno vreme i
tretiraju u skladu sa uputstvima proizvodaca.

Cikrimin, koji se isporuc¢uje u obliku bele ¢vrste supstance, dobijen je od United States Biological.

Pripremljeno je 20 mM Stok rastvora cikrimina u DMSO koji je skladisten na -20° C. Zatim je
cikrimin razblaZzen u medijumu bez seruma da bi se postigle finalne koncentracije za esej a finalna
koncentracija DMSO je bila jednaka ili niza od 0,5%.

Virus gripa A/CA/07/2009 (HIN1) je tretiran sa 10 uM ili 30 uM cikrimina i inkubiran na 37 © C
tokom 1 sata. Isto je uradeno i sa A/New York/55/04 (H3N2) virusom.Na ploci sa 12 bunara se nalaze
konfluentne(~85-95% ) MDCK ¢elije koje su isprane dva puta sa medijumom bez seruma a zatim su
zarazene smeSom virusa A (HIN1) i cikrimina ili A (H3N2) i cikrimina. Radeno je devet ponavljanja
za svaku testiranu grupu. Posle ~ 1 h inkubacije na 37 °© C i 5% CO2, ¢elije su dva puta isprane sa
medijumom bez seruma i u ¢elije je 10 uM ili 30 uM cikrimina. Tri bunara su kori$¢ena kao negativna
kontrola i nisu bili tretirani a devet bunara su sluzila kao kontrola virusa i bila su zarazena. Kontrolni
bunar¢iéi nisu tretirani. Celije su inkubirane na 37 ° C i 5% CO2, a uzorci su sakupljeni 8, 12,16 i 24
sati nakon infekcije. Uzorci su cuvani na -80 ° C do dana analize. Svaki uzorak prikupljen u razli¢itim
vremenskim intervalima razblazen je u odnosu 1:10 i koristio se za inokulaciju ¢elija Cija je
konfluentnost bila ~85-95% , na plo¢i sa 96 bunari¢a kako bi se kvantifikovao titar virusa pomoc¢u
TCID50 eseja.

Kriva rasta za svaki virus je nacrtana na osnovu pojedinacnog titra za svaki uzorak prikupljen 8, 12,
16 1 24 sata nakon infekcije.
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4. Rezultati

Primena eksperimentalnih pristupa in vitro i in vivo u prenameni lekova za skrining velikih biblioteka
lekova je dugotrajan i skup proces. Ukoliko se primeni in silico pristup za skrining molekularnih
biblioteka zasnovan na molekulskim deskriptorima AQVN i EIIP, parametrima koji odreduju
dugodosezne interakcije izmedu bioloskih molekula, znacajno se smanjenje broj jedinjenja koja bi
trebalo testirati in vitro i in vivo a takode se ubrzava proces prenamene lekova. (Veljkovic i sar.,2013;
Veljkovic i sar., 2007; Veljkovic i sar., 2007; Veljkovic i sar., 2011; Mage i sar.,2013). Rezultati
ranijih in silico studija primenjenih na razlicite infektivne bolesti (HIV, Ebola, malarija, bakterijske
infekcije) su pokazali da mali molekuli sa slicnim vrednostima AQVN i EIIP uspostavljaju
interakcije sa zajedniCkom terapijskom metom (Veljkovic i sar.,2007; Veljkovic i sar., 2011;
Veljkovic i sar., 2015). Rezultati ovih studije su omoguc¢ili uspostavljenje kriterijuma za virtuelni
skrining molekularnih biblioteka za jedinjenja sa sliénim terapeutskim svojstvima (Veljkovic i
sar.,2007; Veljkovic i sar., 2011; Mage i sar.,2013; Veljkovic i sar., 2012; Tintori i sar., 2010).U
studijama koje su istrazivale anti HIV jedinjenja i antibiotike pokazano je da svaka klasa ovih
jedinjenja zauzima domen hemijskog prostora predstavljen sa dva navedena hemijska deskriptora
(Veljkovic i sar., 2011).

4.1. Odredivanje EIIP/AQVN bioinformatickog kriterijuma

Prvi korak u uspostavljanju teorijskog kriterijjuma baziranog na EIIP/AQVN molekulskim
deskriptorima, za brzo virtuelno (in silico) pretrazivanje molekulskih biblioteka u cilju identifikacije
kandidata za lekove koji su dvostruki inhibitori M2 jonskog kanala virusa influence tipa A - virusa
divljeg tipa (engl. wild type, WT) i virusa sa mutacijom u proteinu M2 koji su rezistentni na
amantadin, je odredivanje domena u EIIP/AQVN prostoru u kome se nalaze inhibitori za koje je
eksperimentalno utvrdena antivirusna aktivnost. U ovu svrhu je formiran skup za ucenje (eng.
learning set) u koji su ukljuceni svi inhibitori M2 proteina za koje su deponovani eksperimentalni
podaci u bazi ChEMBL Target Report Card (https://vvv.ebi.ac.uk/chembl/target/inspect/
CHEMBL613740) (EMBL-EBI. ChEMBL). Formirani skup za ucenje se sastoji iz dva dela: (i)
inhibitora M2 jonskog kanala virusa influence tipa A - WT virusa koji ukljucuje 15 jedinjenja, i (ii)
inhibitora S3 1N mutanta M2 jonskog kanala virusa influence A u kome se nalazi 11 jedinjenja (tabele
2 set za ucenje M2WT i dodatna tabela 3 set za u¢enje M2 S31N).

Vrednosti EIIP/AQVN za inhibitore iz ova dva skupa su izracunate koris¢enjem softvera Formula
kalkulator iz EIIP/ISM softverske platforma (Perovi¢, 2013), razvijene u Institutu Vinca.
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Tabela 2. Set za u¢enje M2WT

CMPD_CHEMBLID Formula AQVN EIIP
CHEMBL3764303 CI17H29N3 2.28571 0.084255
CHEMBL3764131 CI5H25N3 2.32558 0.089523
CHEMBL3764858 CI17H27N3 2.34043 0.091131
CHEMBL3763849 CI17H29N3 2.28571 0.084255
CHEMBL3764014 C16H27N3 2.30435 0.086885
CHEMBL3764314 C20H33N3 2.28571 0.084255
CHEMBL3764975 C20H27N3 2.44 0.096408
CHEMBL3765730 CI8H31N3 2.26923 0.081697
CHEMBL3764043 C18H31N3 2.26923 0.081697
CHEMBL3763716 C18H31N3 2.26923 0.081697
CHEMBL3765636 C20H35N3 2.24138 0.07691
CHEMBL3763447 CI5H25N3 2.32558 0.089523
CHEMBL3764482 C23H33N3 2.37288 0.093931
CHEMBL3764590 CI18H29N3 2.32 0.088868
CHEMBL660 CI0H17N 2.21429 0.071739
Tabela 3. Set za ucenje S31N
CMPD CHEMBLID | Formula AQVN EIIP
CHEMBL3764303 CI17H29N3 2.28571 0.084255
CHEMBL3764314 C20H33N3 2.28571 0.084255
CHEMBL3765636 C20H35N3 2.24138 0.07691
CHEMBL3764043 C18H31N3 2.26923 0.081697
CHEMBL3764975 C20H27N3 2.44 0.096408
CHEMBL3764590 C18H29N3 2.32 0.088868
CHEMBL3765170 C16H27N3 2.30435 0.086885
CHEMBL3763716 CI8H31N3 2.26923 0.081697
CHEMBL3764482 C23H33N3 2.37288 0.093931
CHEMBL3764655 CI17H27N3 2.34043 0.091131
CHEMBL3764131 CI5H25N3 2.32558 0.089523

Analizom vrednosti datih u Tabelama 2 i 3 utvrdeno je da se vrednosti deskriptora AQVN i EIIP za
80% analiziranih inhibitora M2 proteina nalaze u domenu (2,21-2,32) i (0,071- 0,089 Ry).
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Slika 4. Sematski prikaz EIIP/AQVN kriterijuma za odabir kandidata M2 inhibitora. Zajednicki
domen aktivnih jedinjenja i za WT i za S31N M2 (crveno) sa AQVN (2.21-2.32), EIIP (0.071—
0.089). Hemijski prostor (plavi) sa AQVN (2,40-3,30) EIIP (0,000-0,116) —EIIP / AQVN domen
homologne distribucije> 90% jedinjenja iz baze podataka PubChem Compound Database.

EITP/AQVN opseg zajednickog aktivnog domena za dvojne inhibitore WT/ S31N M2 influence A u
kome se nalazi vise od 80% jedinjenja inhibitora WT M2 jonskog kanala virusa influence i 83%
inhibitora mutiranih jonskih kanala M2 S31N iz skupa za u¢enje usvojen je kao kriterijum za in silico
odabir jedinjenja koja predstavljaju kandidate za dvostruke inhibitore M2 WT 1 S31 rezistentnih na
amantadin (slika 4).

4.2. Odabir lekova iz baze DrugBank

Ovaj kriterijum je koriS¢en kao filter pri skriniranju baze odobrenih lekova u cilju identifikacije
kandidata za lekove koji su dvostruki inhibitori M2 jonskog kanala virusa influence tipa A - WT
(virusa divljeg tipa) i virusa koji su rezistentni na amantadin sa mutacijom u proteinu M2. Za pretragu
kandidata za dvojne inhibitore M2 joskog kanala virusa influence A je analizirano 2627 odobrenih
lekova, malih organskih molekula iz DrugBank baze (http://www.drugbank.ca). Za svaki od ovih
lekova izracunate su AQVN 1 EIIP vrednosti.

Primenom EIIP/AQVN filtera za selekciju dvostrukih inhibitora proteina M2 WT i M2 S31N
influence A od 2.627 odobrenih lekova iz DrugBank-a (http://www.drugbank.ca) (Wishart i sar.,
2008) odabrano je 39 lekova (Tab. 4).
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Tabela 4. Predlozeni kandidati za dvojne inhibitore M2 jonskog kanala influence A.

DrugBank broj | Naziv Formula AQVN EIIP
DB00915 Amantadin CI0H17N 2.214286 0.071739
DB06689 Etanolamin-oleat | C18H3402.C2H7NO | 2.215385 0.071958
DBO00153 Ergokalciferol C28H440 2.219178 0.072708
DB00898 Etanol C2H60 2.222222 0.073303
DBO01105 Sibutramin C17H26CIN 2.222222 0.073303
DB01158 Bretilijum CI11H17BrN 2.233333 0.075425
DB00804 Diciklomin CI9H35NO2 2.245614 0.077673
(Dicikoverin)
DB00146 Kalcifediol C27H4402 2.246575 0.077845
(Kalcidiol)
DB01436 Alfakalcidol C27H4402 2.246575 0.077845
DB00154 Dihomo-gama- C20H3402 2.25 0.078451
linoleinska
kiselina
DB00592 Piperazin C4HI10N2 2.25 0.078451
DB01191 Deksfenfluramin | C12H16F3N 2.25 0.078451
DB01431 Alilestrenol C21H320 2.259259 0.080048
DB00375 Kolestipol C8H23N5.C3H5CIO | 2.26087 0.080319
DB00330 Etambutol CI10H24N202 2.263158 0.080701
DB00162 Vitamin A C20H300 2.27451 0.082539
DBO01365 Mefentermin CI11H17N 2.275862 0.082751
DB01170 Gvanetidin CI10H22N4 2277778 0.08305
DB00132 Alfa-linoleinska | C18H3002 2.28 0.083392
kiselina
DB06809 Pleriksafor C28H54N8 2.288889 0.084723
DB08868 Fingolimod CI19H33NO2 2.290909 0.085017
DB00858 Drostanolon C20H3202 2.296296 0.085784
DB00136 Kalcitriol C27H4403 2.297297 0.085924
DB00910 Parikalcitol C27H4403 2.297297 0.085924
DB00376 Triheksifenidil C20H31NO 2.301887 0.086554
DB01022 Filohinon C31H4602 2.303797 0.086811
DB00191 Fentermin CI0HI5N 2.307692 0.087326
DB00313 Valproinska C8H1602 2.307692 0.087326
kiselina
DBO01577 Metamfetamin C10HI5N 2.307692 0.087326
DB06204 Tapentadol CI14H23NO 2.307692 0.087326
DB06709 Metaholin C8H18NO2 2.310345 0.087669
DBO08887 Etil- C22H3402 2.310345 0.087669
eikozapentaenoat
DBO01187 Jofendilat CI19H29102 2.313725 0.088098
DB01337 Pankuronijum C35H60N204 2.316832 0.088483
DB00947 Fulvestrant C32H47F503S 2.318182 0.088648
DB01083 Orlistat C29H53NOS5 2.318182 0.088648
DB00387 Prociklidin CI19H29NO 232 0.088868
DB00942 Cikrimin CI19H29NO 2.32 0.088868
DB08804 Nandrolon C28H4403 232 0.088868
dekanoat
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Kandidati za inhibitore M2 proteina virusa influence dati u Tab.4 su selektovani na osnovu
kriterijuma koji uzima u obzir dugodosezne interakcije izmedu lekova i terapeutskog cilja (interakcija
na rastojanjima izmedu 5 i 1000 A). Primenom kriterijuma za virtuelni skrining zasnovan na
EIIP/AQVN, odabrano je 39 lekova (Tab. 4) od 2.627 odobrenih lekova iz DrugBank-a (http://
www.drugbank.ca) (Wishart et al., 2008).

Da bi se dobila potpuna informacija o mogucoj aktivnosti odabranih kandidata za inhibitore bilo je
potrebno utvrditi njihovu strukturnu (3D) podudarnost sa M2 proteinom koja je neophodan uslov
hemijskog vezivanje ovih molekula. U ovom cilju su odabrani kandidati za inhibitore (Tab. 4) dalje
analizirani metodama molekularnog dokinga.

4.3. Hemoinformaticka analiza

Svih 39 odabranih lekova ukljuceno je u softver Pentacle, protonovano na pH 7,4 i orijentisano prema
glavnom momentu inercije. U strukturno zasnovanom virtuelnom skriningu, koristili smo metod
udaljenosti od centroida seta za ucenje, kao kriterijum za slicnost izmedu skupa za u€enje i jedinjenja
kandidata. Najboljih 5 kandidata iz DrugBank-a su predstavljeni u tabeli 5.

Tabela 5. Pet najboljih kandidata prema strukturno zasnovanom virtuelnom skriningu, sa ID-om
DrugBank baze, udaljenos¢u od centroida, strukturom i vrednostima deskriptora AQVN/EIIP.

DrugBank Naziv Udaljenost od | Struktura AQVN EIIP
broj centroida
skupa za
ucenje
DBO01170 Gvanetidin 1.3446 HZNY/NwO 2.277778 | 0.08305
NH,
DB00191 Fentermin 1.4234 @y 2.307692 | 0.087326
NH,
DBO01577 Metamfetamin 1.4334 @y 2.307692 | 0.087326
H NH-
DB01191 Deksfenfluramin | 1.5377 Fo S H 2.25 0.078451
@NH\
DB00942 | Cikrimin 1.6057 @ on 2.32 0.088868
30

Zatim smo izvrS$ili molekularno dokovanje pet kandidata na WT M2 kanala i na mutant S31N.
Dobijene doking energije su predstavljene u tabeli 6. Kandidat sa najniZzom energijom vezivanja i
jednakim afinitetom i za WT kanal i S31N mutant je bio cikrimin, sa vezivnom energijom od -8,3
kcal/mol. Udokovane konformacije cikrimina su predstavljene na slikama 5 i 6. Utvrdeno je da
cikrimin zadrzava odgovarajuce interakcije izmedu receptora i liganda, i to Ala 30 i Ser 31 u slucaju
WT i Asn 31 u sluc¢aju S31N mutanta M2 kanala. Kao §to je prikazano na slikama 5 i 6, orijentacija
cikrimina, u poredenju sa kristalnim koordinatama amandatina i M2W1J332, pokazuje sposobnost
cikrimina da ostvari vodoni¢ne veze sa Ser 31, tj. Asn 31, dok istovremeno zadrzava hidrofobne
interakcije sa Ala 30. To bi moglo biti moguce objasnjenje zasSto cikrimin pokazuje relativno visok i

27



jednak afinitet i za WT i za S31N mutirani M2 kanal (-8,3 kcal / mol, ili 800 nM). Ostala jedinjenja
pokazuju sli¢ne obrasce vezivanja kao cikrimin, medutim, u vec¢ini drugih slucajeva odnos afiniteta
ide u korist proteina WT M2 kanala.

Tabela 6. Doking energije pet najboljih kandidata iz virtuelnog skrininga, sa ID-om Drugbank-a,
doking energijama i odnosom afiniteta prema WT i S31N M2 kanalu.

DrugBank Naziv Doking Doking energija na | Odnos afiniteta
broj energija na | S3IN mutantu M2 | WT:S31N*
WT M2 | channel (kcal/mol)
kanala
(kcal/mol)
DB00942 Cikrimin -8.3 -8.3 1
DB01191 Deksfenfluramin | -6.3 -6.0 0.6
DB01170 Gvanetidin -5.9 -5.7 0.71
DB00191 Fentermin -5.3 -4.8 0.43
DBO01577 Metamfetamin -4.8 -4.5 0.6

*Odnos afiniteta predstavlja odnos konstanti disocijacija kompleksa protein-ligand, 1 rauna se na
AGy7—ACss, N

- =e RT

slede¢i na¢in: Ksawv , gde AG predstavlja slobodnu energiju vezivanja iz dokinga

(doking energiju), R univerzalnu gasnu konstantu, koja iznosi 8,314 J mol' K, a za vrenost T se

uzimaju standardni uslovi, tj temperatura 298K (25 °C).

‘Wr

Slika 5. Najbolje rangirana konformacija cikrimina (atomi ugljenika su obojeni u sivo) u strukturi
WT M2 kanala (PDB 2KQT), dobijenoj NMR ¢vrstog stanja, u poredenju sa koordinatama
amantadina u kompleksu (atomi ugljenika su obojeni u zeleno).
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ASN 31

Slika 6. Najbolje rangirana doking konformacija cikrimina (atomi ugljenika su obojeni u sivo) u
strukturi mutanta S3IN M2 kanala (PDB 2LY0), u poredenju sa koordinatama leka M2WJ332 u
kompleksu (atomi ugljenika su obojeni u zeleno).

4.4. Ispitivanje antivirusne aktivnosti cikrimina in vitro

Testirana je in vitro antivirusna aktivnost cikrimina, jednog od pet najbolje rangiranih jedinjenja na
osnovu virtuelnog skrininga DrugBank-a (Radosevic i sar., 2019). Dodavanje cikrimina ¢elijama
inficiranim influenca virusima A/CA/07/2009 (HIN1) i A/New York/55/04 (H3N2) rezultiralo je
statisticki znaCajnim dozno-zavisnim smanjenjem virusne replikacije.

Tretman sa 10 i 30 pM cikrimina rezultiralo je znacajnim smanjenjem pHIN1 titra virusau 12, 16 1
24 sata posle infekcije (Slika 7a).

Tretman sa 10 i 30 uM cikrimina rezultirao je statististicki znac¢ajnim smanjenjem H3N?2 titra virusa
prvog dana posle infekcije.

Tretman sa 30 uM cikrimina takode je rezultirao statististicki znacajnim smanjenjem titra virusa
H3N2 u 8, 12 1 16 sati posle infekcije (Slika 7b) (Matejin 1 sar., 2019).

Kvantifikacijom luminiscentnog signala, koji odgovara koli¢ini prisutnog ATP, odredena je
odrzivost ¢elija u kulturi. ATP je direktno proporcionalan broju metabolicki aktivnih ¢elija. Slika 8
pokazuje da 100 uM cikrimina izaziva nisku citotoksi¢nost, pa su zato za antivirusni test koris¢ene
doze od 10uM 1 30 uM cikrimina.
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Slika 7. Dozno zavisni efekat cikrimina na replikaciju virusa influence. (A) Influenca A/CA/07/2009
(HIN1) i (B) Influenza A/New York/55/04 (H3N2). Replikacija virusa u MDCK ¢elijama nakon
tretmana sa naznac¢enim koncentracijama cikrimina.
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Slika 8. Citotoksi¢ni efekat cikrimina na MDCK ¢elije, detektovano metodom odrzivosti
luminiscentnih ¢elija

4.5. Ispitivanje in vitro antivirusne aktivnosti gvanetidina

Drugo jedinjenje ¢ija je antivirusna aktivnost testirana in vitro je bio gvanetidin. Kao pozitivna
kontrola, virus influence A / CA /07/2009 (HIN1) je pomesan sa 10 uM merimepodiba, inhibitorom
IMPDH (Inozin monofosfat dehidrogenaze), sa poznatom antivirusnom aktivno$¢u protiv raznih
virusa, ukljucujuéi i virus influence (Markland i sar., 2000; Tong i sar., 2018). Dodavanje razli¢itih
doza gvanetidina ¢elijama zarazenim virusom influence A (HIN1) rezultiralo je smanjenjem titra
virusa (Slika 9). Tretman sa 100 i 10 pM guanetidina rezultirao je znaajnim smanjenjem virusnog

titra prvog dana posle infekcije, pri cemu je 100 uM gvanetidina izazvalo smanjenje virusnog titra
od 1-2log (Radosevic i sar., 2019).

30



1.00E+08
1.00E+07 - ~a— Gvanetidin 100 uM
—o— Gvanetidin 10 uM
1.00E+06 «— Gvanetidin 1uM
—=— Merimepodib 10 uM
- —e—Netretirano
E 100405 +
S~
o
w
e
(&) 1.00E404 -+
=
1
g 1.00E+03 +
=
1.00E+02 +
1,00E+01 +
1.00E4+00 -

[+] 1 2
Dani posle infekcije

Slika 9. Virusni titri influence A/CA/07/2009 (HIN1) 0, 1 i 2 dana posle infekcije nakon tretmana
naznacenim koncentracijama leka. 10 pM merimepodib je koris¢en kao pozitivna kontrola. Rezultati
su ucrtani kao srednja vrednost triplikata, sa prikazanim standardnim odstupanjima. Statisticki
znacajno smanjenje virusnog opterecenja oznaceno je zvezdicom.
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S. Diskusija

Influenca je veliki globalni zdravstveni problem. Javlja se u vidu godi$njih epidemija i povremenih
pandemija koje imaju teSke posledice po zdravlje ljudi (prema proceni Svetske Zdravstvene
Organizacije svake godine oboli izmedu 2 i 3 miliona ljudi i umire 250.000 do 500.000) i globalnu
ekonomiju. Posledice infekcije izazvane influenca virusom mogu varirati od asimptomatskih do
virusnih pneumonija opasnih po zivot. Broj lekova za leCenje ove bolesti je veoma ogranicen a
primetna je sve ucestalija pojava virusa rezistentnih na postojecu terapiju. Virusi influence veoma
brzo evoluiraju zbog ¢ega imaju visok pandemijski potencijal pa je pretnja od novih pandemija stalno
prisutna. Ovo se posebno odnosi na virus pticijeg gripa HSN1 koji zbog visokog stepena smrtnosti
kod ljudi inficiranih ovim virusom (>60%) predstavlja najvecu globalnu pretnju za cove€anstvo. Ova
situacija namecée potrebu za ubrzanim razvojem lekova koji bi umanjili negativne posledice po
zdravlje ljudi, kako sada$njih sezonskih epidemija gripa, tako i moguc¢ih buducih pandemija (Hayden
ide Jong, 2011). Posto je razvoj lekova veoma dugotrajan i skup proces (traje 10 do 15 godina i kosta
1,5 do 2 milijarde $), prenamena lekova koji su ve¢ odobreni za lecenje drugih bolesti je pristup koji
omogucava da se do lekova za influencu dode znatno brze uz veliku materijalnu ustedu. U ovom
procesu preselekcija odobrenih lekova primenom racunarskih postupaka (in silico skrining)
predstavlja kljucni korak u izboru lekova koji ¢e se dalje eksperimentalno testirati in vitro i in vivo.

In silico molekularni dizajn ve¢ nekoliko decenija unazad igra vaznu ulogu u razvoju terapija
zasnovanih na malim molekulima (Leelananda i Lindert, 2016). Veliki broj jedinjenja koja su
dostigla klinicku fazu razvoja ili lekovi koji su odobreni u SAD, su ili otkriveni ili optimizovani
primenom racunarskih metoda (Leelananda i Lindert, 2016). Razlicite in silico tehnike koje se koriste
u kompjuterskoj farmakologiji su pomogle u razumevanju mehanizama na kojima se zasniva
delovanje lekova §to je omogucilo povecanje njihove efikasnosti uz manja propratna negativna
delovanja. U ovu grupu in silico tehnika spada i nedavno razvijeni kompjuterski postupak za
prenamenu lekova za terapiju gripa (Sencanski i sar., 2015).

U ranijim studijama in silico kriterijjum zasnovan na molekulskim deskriptorima AQVN i EIIP
uspesno je koriS¢en za selekciju lekova za leCenje virusnih i1 bakterijskih infekcija (Veljkovic i sar.,
2015). Jedan od karakteristicnih primera uspesnosti ovog pristupa u prenameni lekova je i selekcija
ibuprofena kao Siroko dostupnog i jeftinog leka za leCenje Ebole (Veljkovi€ i sar., 2015). Aktivnost
ovog leka koji je odabran skriniranjem baze odobrenih lekova GenBank pomoc¢u EIIP/AQVN filtera
kasnije je i eksperimentalno potvrdena (Zhao i sar., 2016; Paessler i sar., 2018.). U ovom slucaju je
posebno vazno ista¢i jednostavnost ovog in silico postupka, koji ne zahteva dugotrajne i
komplikovane prora¢une na superkompjuterima, koja je omogucéila prenamenu ibuprofena za leCenje
Ebole na samom pocetku nedavne epidemije u Zapadnoj Africi. Ovo ukazuje da bi se prenamena
lekova zasnovana na ovom pristupu mogla uspesno koristiti i u slu¢aju neke naredne epidemije ili
pandemije. Nedavni primer selekcije inhibitora za glavnu proteazu virusa SARS-CoV-2 ovo
potvrduje (Sencanski i sar., 2020; Parveen i sar., 2020).

Veoma je tesko da se primenom samo jedne racunarske metode analiziraju slozene bioloske strukture
1 procesi posto svaka metoda ima svoje prednosti i ogranicenja. Praksa je pokazala da istovremena
primena kombinovanih in silico pristupa omogucava izbor lekova za prenamenu koji u kasnijim
eksperimentalnim testiranjima daju mnogo bolje rezultate (Baig i sar., 2016).

U naSoj studiji prilikom odabira kandidata koji su dvostruki inhibitori M2 jonskog kanala virusa
influence tipa A - WT virusa i virusa sa mutiranim proteinom M2 S31N, koristili smo protokol
zasnovan na primeni kombinovanih in silico filtera koji su zasnovani na kratkodoseznim i
dalekodoseznim medumolekulskim interakcijama. Ovakav pristup virtuelnog skriniranja omogucio
je selekciju odobrenih lekova, koji bi mogli da se koriste u leCenju gripa, analizom velikog broja
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jedinjenja za veoma kratko vreme i uz kori§¢enje minimalnih racunarskih resursa. Primenom
kombinovanih in silico filtera za VS u ovoj studiji odabrani su kandidati za dvostruke inhibitori M2
jonskog kanala virusa influence tipa A - WT virusa i virusa sa mutacijom u proteinu M2 - M2-S31N,
dominantnom mutacijom u M2 medu trenutno cirkuliSu¢im virusima influence A (Dong i sar., 2015).

U ranijoj studiji u kojoj su koris¢eni EIIP/AQVN hemijski deskriptori za analizu distribucije
86,000.000 jedinjenja iz PubChem baze, utvrdeno je da je 92,5% jedinjenja iz baze PubChem
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound) homogeno rasporedeno unutar intervala EIIP (0.00—
0.11 Ry) i AQVN (2.4-3.3) (Veljkovi¢ i sar., 2011). Ovaj domen koji obuhvata ve¢inu poznatih
hemijskih jedinjenja oznacen je kao ,,osnovni EIIP/AQVN hemijski prostor (eng. basic chemical
space, BCS). Rezultati primene VS zasnovanog na EIIP/AQVN deskriptorima pokazali su da je
aktivna grupa kandidata za M2 inhibitora vrlo specifi¢na i da pripada retkom klasteru jedinjenja koja
su van BCS. Ovo otkri¢e ukazuje na to da samo mali broj jedinjenja koja se nalaze u ustanovljenom
aktivnom EITP/AQVN domenu ima moguénost da inhibira M2 protein. Vazno je napomenuti da ovaj
domen EITP/AQVN u kome se nalaze kandidati za dvostruke inhibitore M2 obuhvata samo 3% od
svih poznatih jedinjenja iz PubChem. Stoga nije iznenadujuée S$to su rezultati ranijih
eksperimentalnih skrininga utvrdili da je M2 ,.teska” ciljna terapeutska meta za ispitivanje selektivne
inhibicije u eksperimentima visokopropusnog skrininga (eng. high-throughput screening, HTS). Ovo
objasnjava zasto je do sada nadeno 10 do 100 puta manje hit jedinjena koja bi predstavljala moguce
dvojne M2 inhibitore, u poredenju sa hit jedinjenjima koja su odredena za druge terapeutske
proteinske mete (Balgi i sar., 2013).

Jedinjenja selektovana bioinformatickim VS baziranom na EIIP/AQVN filteru su dalje podvrgnuta
ligand zasnovanom VS-u. Na ovaj nacin je i odabrano pet najboljih kandidata. Ovi kandidati za
dvojne M2 inhibitore influence izabrani su na osnovu podudarnosti farmakofora i udaljenosti od
centroida skupa za ucenje, pri ¢emu je kao kriterijum koriS¢ena sli¢nost izmedu skupa za ucenje i
odabranih jedinjenja kandidata. Na ovaj nacin od 5 najboljih kandidata odabranih iz baze DrugBank
po ovom kriterijumu je za dalje eksperimentalno testiranje selektovan gvanetidin. Postupkom
molekularnog dokovanja 5 odabranih kandidata na WT M2 kanala i na mutant S31N kao najbolji
kandidat sa najnizom energijom vezivanja i jednakim afinitetom i za WT kanal i S31N mutant je
odabran cikrimin. Ova dva jedinjenja su odabrana dalje za eksperimentalno testiranje in vitro njihove
aktivnosti kao inhibitora M2 proteina.

Poznavanje veze izmedu strukture i funkcije M2 jonskog kanala kao terapeutske mete je neophodan
uslov za uspeSan razvoj njegovih inhibitora. M2 jonski kanali virusa gripa predstavljaju proton
selektivne kanale, integrisane u virusni omotac. Ovi proteini su glavna terapeutska meta amantadina
i rimantadina, dva leka odobrena za lecenje gripa koja inhibiraju M2 protein (Wu i sar., 2014).
Molekularna osnova rezistencije na adamantine je povezana sa vise mutacija (L26F, V27A, A30T,
A30V, G34E i L38F) a S31N varijanta je pronadena u vise od 95% trenutno cirkuliSu¢ih sojeva
influenca A virusa (Hurt i sar., 2017). Takode u prethodnim studijama je pokazano da dvostruki
inhibitori, koji imaju kao mete i WT i mutiran M2 protein, mogu imati prednosti u odnosu na mono
inhibitore. To se ogleda u viSoj genetskoj barijeri koja omogucava dvostrukim inhibitorima da
sacuvaju aktivnost ako mutant povratnom mutacijom vrati WT sekvencu (Ma i sar., 2016; Wang,
2016). Raniji radovi su pokazali da kombinovanim blokiranjem M2 kanala oseltamivirom i
ribavirinom dolazi do sinergijskog antivirusnog efekta i odlozene rezistencije na lekove (Dunning i
sar., 2014). Dokazano je i da primena kombinovane terapije dovodi do smanjenja razvoja rezistencije
i nezeljenih efekata i kod osoba sa kompromitovanim imunim sistemom koje se podvrgavaju
produzenom antivirusnom tretmanu (Ison, 2013). Iz tog razloga se kombinovana terapija preporucuje
u klini¢koj praksi i moze se klasifikovati u ranu kombinovanu hemoterapija i sekvencijalnu
hemoterapiju sa vise lekova (Galabov i sar., 2015).
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Cikrimin je centralni antiholinergicki lek koji se koristi za smanjenje nivoa acetilholina da bi se
uravnotezio nivo dopamina u lecenju Parkinsonove bolesti (Kafer i Poch, 1957; Fahn, 2015).
Zanimljivo je da lek protiv influence, amantadin, prethodno prenamenjen za lecenje Parkinsonove
bolesti, takode uzrokuje antiholinergicke nezeljene efekte (Horstink i sar., 2006). Amantadin je
odobren za leCenje motoricke komplikacije kod Parkinsonove bolesti posle klinickih ispitivanja, ali
se inicijalni korak za istrazivanje amantadina za Parkinsonovu bolest zasnivao na zapazanju lekara
da je bolesniku od Parkinsonove bolesti u jednom momentu prepisan amantadin zbog simptoma gripa
Sto je dovelo do poboljSanja simptoma primarne bolesti (Athauda i Foltynie, 2018). Posto su
amantadin i cikrimin u istom EITP/AQVN domenu, na osnovu rezultata prethodnih studija moze se
ocekivati da ova dva leka dele iste terapijske ciljeve. Zanimljivo je da su i drugi lekovi protiv
Parkinsonove bolesti koji imaju strukturu slicnu amantadinu, poput biperidena, triperidena 1
triheksifenidila (koga smo takode identifikovali u nasoj in silico studiji kao potencijalnog kandidata
za M2 inhibitor) pokazali inhibitornu aktivnost protiv virusa influence tipa A (Wu i sar.,2017; An i
sar., 2014).

Nakon odabira cikrimina kao jednog od najboljih kandidata u naSoj studiji, ispitali smo njegovu in
vitro aktivnost na celijskim kulturama inficiranim sa pandemijskim influenca pHINI1 virusom i
sezonskim H3N2 virusima. Rezultati ovog ispitivanja su pokazali znacajnu antivirusnu aktivnost
ovog leka na izabranim sojevima virusa influence A/CA07/2009 (HIN1) i A/New York/55/04
(H3N2) na nacin koji zavisi od doze (Matejin i sar., 2019).

Drugi lek na naSoj listi koji je odabran in silico postupkom je gvanetidin. Ovaj lek je prvobitno bio
koris¢en kao blokator adrenergickih neurona i kao antihipertenziv ali dolaskom novije generacije
lekova je povucen iz upotrebe. Nakon in silico analize ovaj lek je testiran in vitro na ¢elijskim
kulturama inficiranim pandemijskim virusom influence A/CA/07/2009 (HIN1). Pokazano je da
gvanetidin nhibira replikaciju ovog virusa na dozno zavisan nacin (Radosevic i sar., 2019).

Ostali lekovi izabrani kao potencijalni inhibitori M2 jonskog kanala su ergokalciferol, kalcidiol,
alfakalcidol. Ovaj rezultat je veoma zanimljiv jer su metaboliti vitamina D prethodno bili povezani
sa potencijalnom anti-influenca aktivnosc¢u. Podaci iz literature pruzaju dokaze za i protiv pozitivnog
efekta unosenja suplemenata vit D na proizvodnju antitela ali ono Sto su i studije pokazale je da
vitamin D nesumnjivo ima vaznu ulogu kao imunomoduliraju¢i agens u virusnim infekcijama
(Gruber-Bzura, 2018). Poznato je da su ciljne grupe za vakcinaciju protiv gripa deca i starije osobe.
Mlada deca, kod kojih se infekcije lako i brzo Sire zbog nezrelosti imunskog sistema mogu razviti
tesku klinicku sliku. Dok su u drugoj grupi starije osobe koje uglavnom imaju smanjen imunoloski
odgovor na vakcinaciju protiv gripa (Sundaram i Coleman, 2012). Pored toga, ove dve populacije su
cesce izlozena deficitu vitamina D zbog smanjene sinteze i smanjene bubrezne proizvodnje aktivnog
metabolita, 10,25(0OH)2D.

Jos jedan lek koji je odobrila FDA, sa dokumentovanom anti-influenca aktivnosc¢u je alfa-linolenska
kiselina, jedinjenje koje je u nasoj analizi izabrano kao potencijalni inhibitor M2 jonskog kanala, §to
ukazuje na efikasnost predlozenog kriterijuma za izbor ove vrste lekova. Ovo jedinjenje, koje se
nalazi u okviru predloZzenog EIIP/AQVN domena, ranije je bilo predmet in vitro analize pri cemu je
pokazano da pored toga $to inhibira influenca A viruse, uCestvuje i u modulaciji IFN-a i smanjuje
apoptozu (Bai i sar., 2012).

Medu najbolje rangiranim inhibitorima iz nase studije je i metamfetamin. Ovaj lek, pored toga §to
ima Sirok spektar delovanja na neurone, uti¢e i na imunski sistem tako Sto smanjuje otpornost
domacéina prema patogenima. Prethodne studije su pokazale da upotreba metamfetamina povecava
faktor rizika za infekciju i replikaciju virusa humane imunodeficijencije 1 (HIV-1) u makrofazima i
dendriti¢nim ¢elijama kao i za infekciju virusom hepatitisa C (HCV) (Gonzales i sar., 2006; Liang i
sar., 2008). Medutim, dokumentovana je inhibitorna aktivnost metamfetamin protiv virusa influence
tipa A, pri cemu je pokazano da metamfetamin inhibira replikaciju influenca virusa tip A in vitro
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prvenstveno dejstvom na virusnu replikaciju u kojoj M2 igra glavnu ulogu (Chen i sar., 2012). lako
je pokazano da metamfetamina inhibira replikaciju influenca virusa tip A, treba uzeti u obzir i
njegovo dejstvo u populaciji koja zloupotrebljava droge, buduci da ¢e ispitanici u ovoj odredenoj
populaciji verovatnije biti pozitivni na HIV i/ ili HCV, a metamfetamin moZe pojacati infekciju ova
dva patogena. Ovo su razlozi zbog kojih bi se prenamena metamfetamina kao leka za influencu
morala uzeti sa velikom rezervom.

Prenamenom lekova otkrivaju se nove indikacije prvenstveno za odobrene lekove, ali takode i za
druge kategorije jedinjenja kao $to su: lekovi u kliniCkom razvoju, lekovi koji nisu uspeli da pokazu
dovoljnu efikasnost tokom klinickog ispitivanja u II ili III fazi, lekovi koji su povuceni iz
komercijalnih razloga i razli€iti prirodni proizvodi (Sencanski i sar., 2015).

Nedavno je stavljena na raspolaganje baza podaka, u obliku web servera sa otvorenim pristupom,
pod nazivom ,,DrugRepV* (https://bioinfo.imtech.res.in/manojk/drugrepv/). U ovoj bazi se nalaze
literaturni podaci o prenamenjenim lekovima sa antivirusnom aktivnoséu kao i podaci o bioloskim,
hemijskim, strukturnim i patogenim svojstvima 23 virusa koji su odgovorni za izazivanje epidemija
i pandemija. DrugRepV nudi moguénosti pretrazivanja po kategorijama kao $to su lekovi, virusi,
mete lekova, klinicka ispitivanja, eseji, itd. Efikasnost ove baze podrzava i njeno direktno
povezivanje sa drugim komplementarnim bazama podataka kao $to su DrugBank, PubChem, NCBI-
Takonomija, Clinicaltrials.gov. (Rajput i sar., 2021).

Moze se ocekivati da ¢e postupak in silico prenamene lekova koji je razvijen u ovom radu u
kombinaciji sa DrugRepV i slicnim bazama predstavljati znac¢ajnu ulogu u terapeutskom odgovoru
na moguce buduée virusne epidemije i pandemije.
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6. Zakljucci

Na osnovu rezultata iznetih u radu mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Odreden je bioinformaticki kriterijum zasnovan na EIIP/AQVN parametrima za in silico
pretrazivanje molekulskih biblioteka u cilju identifikacije kandidata za lekove - dvostruke inhibitora
M2 jonskog kanala WT influence A virusa i virusa sa mutacijom S31N u proteinu M2 na osnovu
analize zajednickog domena u kome se nalazi viSe od 80% aktivnih inhibitora M2 jonskog kanala
influence.

2. Na osnovu primene EIIP/AQVN bioinformatickog kriterijuma za virtuelni skrining odabrano je
39 lekova od ukupno 2627 odobrenih lekova iz baze DrugBank koji su predlozeni kao potencijalni
kandidati za dvostruke inhibitore M2 jonskih kanala virusa influence tipa A.

3. Na osnovu hemoinformatickog kriterijuma za virtuelni skrining (VS), zasnovanog na medusobnoj
strukturnoj sli¢nosti (ligand zasnovani VS) poznatih inhibitora M2 proteina sa kandidatima za lekove
- dvostruke inhibitora M2 jonskog kanala WT virusa influence A i virusa sa mutacijom S31N u
proteinu M2, od 39 lekova je predlozeno pet najboljih kandidata, a kao najbolji medu njima odabran
je gvanetidin. Molekulskim dokingom pet najboljih kandidata na divlji tip M2 i mutirani M1 S31N
kao molekul sa najmanjom energijom vezivanja i jednakim afinitetom za oba kanala je identifikovan
lek cikrimin.

4. Eksperimentalni rezultati su potvrdili predvidenu aktivnost cikrimina protiv dva razlicita podtipa
virusa gripa A pandemijskog pHINI i sezonskog H3N2.

5. Pokazana je in vitro aktivnost gvanetidina protiv pandemijskog virusa gripa pHIN1.

6. Predlozeni bioinformaticki kriterijum predstavlja osnov za selekciju dvostrukih inhibitora M2
jonskih kanala WT virusa influence tipa A pHINI i H3N2 i ovih virusa sa mutacijom S31N u
proteinu M2 virtuelnim pretrazivanjem molekulskih biblioteka.
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U3jaBa o ayTopcTBY

[MoTnucanu-a HOparnwa Pagowesuh

Opoj nHaekca B 3009/ 2011

UsjaBrbyjem

[la je JoKTopCcKa AucepTaumja nog HacnoBoM

In silico opabup nekosa u3 Gase DrugBank kao noTeHuwjanHux uHxmbutopa M2
npoTenHa BMUpyca rpuna v nposepa hnxoBe akTMBHOCTH in Vvitro

e pesynTaT COMCTBEHOr UCTPaXXMBAYKor paja,

e [a NpeanoxeHa AncepTtaumja y LenvHW HX y AenoBuMa Huje buna npeanoxeHa
3a pobujare 6Guno koje AunnomMe npema CTyAMjCKUM nporpamuma apyrux
BUCOKOLLKONCKMNX YCTaHOBA,

e [la Cy pe3ynTtaTh KOPEKTHO HaBEAEHN U

e [a HMCaAM KpLuMO/na ayTopcka npaBa U KOPUCTUO WHTENEKTyamnHy CBOjUHY
ApYyrvx nuua.

MoTnuc pokropaHAaa

Y beorpagy, 15.07.2021.

L ndeaTvi /x»@%'//y}«




Mpwunor 2.

U3jaBa 0 NCTOBETHOCTU WITaMMaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesnme aytopa [parunwa Pagowesuh

Bpoj nHoekca 53009/ 2011

Ctyawjckm nporpam MonekynapHa 6uonoruja npokapuoTa

HacnoB papa [In_silico opabup nekoBa u3 6ase DrugBank kao noTeHumjanHux
nHxnouTopa M2 npoTenHa BUpyca rpuna 1 NpoBepa huxoBe akTUBHOCTU in Vitro

MenTopn  [Op Cawa [Mmuwunh, HayuHu caBeTHuK, WHCTUTYTa 3a HykneapHe Hayke
BuHya YHusepsuteTa y beorpaay

Op TlopaH Bpajywkosuh, penoBHu npodecop, Bbuonowkor dakynrera
YHuBep3uteTa y beorpaay

Motnucann/a  [Oparunwsa Pagowesuh

M3jaBrbyjem fa je wramnaHa Bep3vja MOr AOKTOPCKOr pafa UCTOBETHA eneKTPOHCKO)
BEp3vju Kojy caM npegjao/na 3a objaBrbumBare Ha noptany JAururanHor
peno3uTopujyma YHuBep3auteta y beorpaay.

[osBorbaBam fa ce objaBe MOjU NUYHU Nofauu Be3aHu 3a fobujarme akagemckor
3Barba [OKTOpA Hayka, Kao LUTO Cy MMe U Npe3ume, roguHa u Mecto pohewa u aatym
onbpaHe paga.

OBY nMYHU nogauu mory ce 06jaBuTM Ha MpPEeXHUMM CcTpaHuuama gururtanHe
onbnunoTeke, y enekTpoHCKOM KaTanory vy nybnukaunjama YHusepauteta y beorpaay.

NMoTnuc pnokropaHaa

Y Beorpagay, 15. 07. 2021

dsieviE Dpagip
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Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuepautetcky 6ubnuoteky ,CBetosap Mapkosuh® aa y [urutanHm
penosutopujym YHuBepsuteta y bBeorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AucepTauujy noja
HacnoBOM:

In silico onabup nekosa n3 6ase DrugBank kao noTeHumjanHux uHxnbutopa M2
npoTenHa BUpyca rpuna n nposepa HhUXoBe akTUBHOCTY in Vitro

Koja je Moje ayTopCcKo Aerno.

[ucepTauujy ca cBum npunosvmMa npegao/na cam y enekrpoHCKom hopmaTty norogHom
3a TpajHO apxmBUpaH-e.

Mojy AOKTOpPCKY AucepTauuvjy noxpaweHy y [urutanHi penosutopujym YHusepsuTeTa
y Beorpagy mory aa kopucrte cBW Koju nowwTyjy oapende cagpxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatmeHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyyuo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMjarHO

3. AyTOpCTBO — HEKOMepumjanHo — 6e3 npepane

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLMjaNHO — AeNUTU No4 UCTUM yCrioBuma
5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTopCcTBC — AEnUTK Nnoj UCTUM yCcrioBumMa

(Monumo fga 3aokpyXute camo jeaHy oA WecT NoHyheHux nuueHuw, Kpatak onuc
nuueHum aar je Ha nonefhuHu nucra).

lMoTtnuc gokropaHAaa

Y beorpagay, 15.07.2021

zga%/’w/z /2(4_4.///,
o




1. AytopcTBo - [losBorbaBate yMHOXaBake, AUCTPUBYLMjYy M jaBHO caoniiTaBare
Aena, v npepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH odpefeH of cTpaHe ayTopa
wnu aaesaola nuueHue, Yak U y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja of cBux
NULEHLMN.

2. AyTopcTBo — HekomepuyjanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, ANCTPUBYLIMjY 1 jaBHO
caonwTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBefe Ume ayTopa Ha HauvH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. Oa nuueHUa He [03BOrbaBa KomepLujanHy
ynotpeby gena. -

3. AytopcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [losBorbaBaTe yMHOXaBatbe,
ANCTpMBYLMj)y W jaBHO caonwTaBawe pfena, 6e3 npomeHa, npeobrnukoBawa WU
ynotpeGe aena y CBOM [feny, ako ce HaBefde WMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH op
CTpaHe ayTopa wnu fasaoua nuvueHue. OBa nuueHUa He A03BOSbaBa KomepumjanHy
ynotpeOy aena. ¥ ogHocy Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM NULIEHLIOM Ce orpaHuyaBa
Hajsehn o6um npaBsa kopuwhera gena.

4. AyTOopCcTBO - HEKOMepuujanHo — AENUTU Nog WUCTUM ycrosuma. [lo3BorbaBaTe
yMHOXaBate, AucTpubyumjy 1 jaBHO caoniiTaBake Aena, U npepaje, ako ce HaBeae
UMe ayTopa Ha HauuH oapeReH op cTpaHe ayTopa wunu JasBaoua fvLEHLE U ako ce
npepaga auctpubympa nop WCTOM MNM CnMuMHOM nvueHuoM. OBa nuueHUa He
£,03BOIbaBa komepLjandy ynotpeby aena u npepana.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, OAUCTPUOYLMY W jaBHO
caonwrTasare aena, 6e3 npomeHa, npeobnunkoBaka unu ynotpebe aena y cBom aeny,
ako ce HaBeae UMe ayTtopa Ha HauvH oApefeH of cTpaHe ayTopa wnu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHLla Aossorbasa koMmepumjandy ynotpeby aena.

6. AyTopcTBO - pgOenuTM noa WCTUM ycrnoBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBae,
AUCTPUBYLMjy 1 jaBHO caonluTaBawe Aena, u npepaje, ako ce HaBeae MMe aytopa Ha
HauMH ofdpefeH of cTpaHe ayTopa WnM faBaoua NUUEHLE W ako ce npepaaa
avctpubympa nog UCTOM wNKM CRMYHOM  nuueHuom. OBa nuueHua [A03BOSbaBa
KomepuujanHy ynoTtpeby pena u npepaga. CnuyHa je codpTBEpcKUM nuLeHuama,
O[HOCHO fULIEHLIaMa OTBOPEHOT KoAa.




