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1. SISSEJUHATUS

Chikungunya (CHIKV) on troopiline viirus, mis pdhjustab Chikungunya infektsiooni,
mille peamisteks siimptomiteks on kdrge palavik ning liigeste paistetus. Siimptomid
avalduvad 2.-12. pieval pirast nakatumist. Uhel juhtumil tuhandest 15peb
haigusjuhtum surmaga ning enamasti surevad vanemad inimesed. Viirust kannavad
edasi pohiliselt Aedes albopictus ja Aedes aegypti liiki sddsed. Lisaks inimestele

kannavad sddsed viirust edasi ka teistele imetajatele ja lindudele.

Chikungunya esineb peamiselt arengumaades ning selle levimine on seotud sédédskede
levikuga ning inimeste eluviisiga. Viimasel ajal on viiruse leviala hakanud laienema,
ulatudes Pohja-Ameerikasse, esimesed juhud on tidheldatud ka Euroopas. Parim
teadaolev moodus viiruse ennetamiseks on viltida kokkupuudet sddskedega. Selleks
kasutatakse erinevaid putukatdrje vahendeid. Mdjusat viirusevastast ravi seni ei tunta,
aga erinevate ravimitega on vdimalik siimptomeid leevendada. Hetkel ei ole heaks
kiidetud ka iihtegi vaktsiini, mis oleks ldbinud inimkatsed. Isegi kui leitakse vaktsiin

Chikungunya viirusele, siis sellest iiksi ei piisa haigusega voitlemiseks.

Kiesoleva 10putod peamiseks eesmérgiks oli uute vdimalike toimeainete leidmine
CHIKV vastu, kasutades ravimidisaini. Ravimidisain on protsess leidmaks uusi
toimeaineid teadaolevatele haigusega seotud bioloogilistele mirklaudadele. Enamasti
on ravim madalmolekulaarne orgaaniline iihend, mis aktiveerib vOi inhibeerib
biomolekuli funktsiooni. Ravimidisain pohineb sageli arvutiga modelleerimise

tehnikatel, sel juhul saab seda nimetada arvutipShiseks ravimidisainiks.

Bioloogilisteks mirklaudadeks on peamiselt suured orgaanilised molekulid, eelkdige
valgud vdi nukleiinhapped. Uldjuhul on nad olulised mingis kindlas metabolismi v&i
signaaliilekande etapis ning seotud teatud haiguse ilmnemisega. Ravimaineteks on
enamasti viiksemad orgaanilised iihendid — ligandid, mis inhibeerivad haigusega

seotud vdi haigust pdhjustavaid protsesse.

Ravimidisain vdib olla kas ligandi- v&i struktuuripdhine. Ligandipdhine ravimidisain
toetub olemasolevatele uuritavale bioloogilisele sihtmirgile seonduvate iihendite
aktiivsustele. Teadaolevate eksperimentaalsete andmete alusel saab moodustada

struktuur-omaduste  soltuvusi  ennustamaks uusi sobivaid ravimikandidaate.



Struktuuripshine ravimidisain pShineb bioloogilise sihtmirgi 3D struktuuril. Uheks
voimaluseks on virtuaalselt sdeluda andmebaasides olemasolevaid molekule vastavalt
etteantud tingimustele ning seejéirel sobitada neid biomolekuli aktiivsesse saiti. Sellise
ldhenemise korral saab oluliselt kokku hoida ravimi arendamiseks kuluvat aega.
Alternatiivne vdimalus on fragmendipdhine disain, mille puhul muudetakse ligandi

molekuli fragmente ning leitakse tédiesti uus aktiivne tihend.

Kiesolevas to0s otsiti uusi CHIKV inhibiitoreid, vottes bioloogiliseks maérklauaks
viiruse proteaasi. Selleks kasutati Protein Data Bank andmebaasis olevat vastavat
CHIKV nsP2 valgu 3D kristallstruktuuri. Sobiva ligandi leidmiseks rakendati
arvutiprogrammi Autodock 4.2. Sobitades erinevaid ligande viiruse proteaasi
aktiivsesse saiti, seati eesmérgiks leida andmebaasides saadaval olevate ainete hulgast
parima sidumisenergiaga tihendid ning teha neile bioloogilised intaktse viiruse ning

viiruse proteaasi inhibeerimise katsed.



2. KIRJANDUSE ULEVAADE

2.1. Viiruse iseloomustus

Chikungunya viirus (CHIKV) on sddsehammustuste teel leviv alfaviirus, mis kuulub
Togaviridae sugukonda. See pdhjustab chikungunya palavikku, mis on seotud tdsise
liigesepdletiku ja 166bega. Nimetus Chikungunya tuleneb Makonde (Bantu keele)
sonast ning tihendab “See, mis paistetab iiles”, viidates nakatunud patsiendi

tugevale valule liigestes.m

Chikungunya viirust kannavad edasi culicine séised ja see mdjutab nii selgroogseid
kui liilijalgseid, kusjuures liilijalgsed jddvad nakatunuks terve oma elu viltel. Viiruse
kandumine inimesele toimub iildiselt 14bi Aedes liiki sddskede. Enamasti on haiguse
iilekandega seotud Aedes aegypti, Aedes albopictus ja Aedes polynesiensis liigid, aga

mdnedel juhtudel on haigus edasi kandunud ka libi Culex liiki siziskede.™

CHIKYV haigestumise puhangud on perioodilised, peiteajaga 3-4 aastat, lihtudes selle
tsiiklist ahvides. Nakatumisel kopeeritakse CHIKV nahas ja levib maksa, lihastesse,
liigestesse, limfi kudedesse (liimfisdlmedesse ja pdrna) ning ajju, arvatavasti vere

kaudu.!"!

Patoloogilised nihud on seotud koe nakatumisega, enamasti maksas ja limfiorganites,
mis tekitab tugevat valu lihastes ja liigestes, kutsudes monedel juhtudel esile
liigesepéletiku.m CHIKYV infektsiooni siimptomid on kdrge palavik, jdikus, peavalu
ning valgusekartus. Enamus nakatunutest kaebavad liigesevalu iile ja on esinenud ka
kubeme liimfadenopaatiat. Haiguse akuutne faas kestab monest pdevast mone

nddalani. Lihase ja luude valud vdivad aga kesta aastaid peale akuutse faasi pddemist.

Viirus sai arvatavasti alguse Aafrikast, kus see tootas vilja oma elutsiikli, kaasates

]

metsikuid primaate ja metsas elutsevaid sizski.!! Chikungunya palavikku on

esmakordselt registreeritud 1952. aastal Tansaania ja Mosambiigi piiril asuval

1.1 Esimene

Makonde tasandikul. Chikungunya viirus eraldati 1953. aasta
dokumenteeritud puhang Aasias oli 1958. aastal. Aafrika ja Aasia puhanguid oli raske
ette ennustada, kuna kahe jérjestikuse epideemia vahele jdi 7 kuni 20 aastase

intervalliga peiteaeg.!"

Fiilogeneetiline analiitis jagab CHIKV kolme pdhilisse genotiiiipi vastavalt
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geograafilisele piritolule. Esimene klaad hdlmab viiruseid Senegalist Nigeeriani,
moodustades Liine-Aafrika genotiiiibi. Ulejianud klaadid levivad kahes piirkonnas:
iiks asetseb Kesk- ja Ida-Aafrikas (kesk/ida aafrika genotiiiip) ning teine Aasia

piirkonnas.m

Chikungunya viirusele ei ole senini leitud ravimit ega ka toimivat vaktsiini.
Nakatunud inimesed peavad olema kaitstud edasiste sddsehammustuste eest, jdddes
siseruumidesse ja kaitstes end sddsevorguga haiguse esimestel pédevadel, et nad ei
saaks osaleda viiruse edasises tsiiklis.!"! Laboratoorne diagnostika pShineb viiruse
detekteerimisel varajases staadiumis ja/vai spetsiifilise CHIKV vastase 1gM ja 1gG

vereproovi analﬁﬁsiga.“]

Vaktsiinide vdi efektiivsete CHIKV vastaste ravimite puudumisel kasutatakse
tdnaseni kliiniliste ilmingute vastaseid siimptomaatilisi toimeaineid. Enamjaolt on
selleks kasutusel mitte-salitsiiiitsed valuvaigistid ja mittesteroidsed pdletikuvastased
ravimid (NSAID).m Viiruse ndidustuste ravi keskendub enamasti mittesteroidsetele
poletikuvastastele ravimitele, mis vOimaldab patsientidele tihti vaid osalist
kergendust. Mittesalitsiilaatsete ~ valuvaigistitena  kasutatakse  paratsetamooli,
atsetaminofeeni, morfiini ja traditsioonilist taimset meditsiini. Liigesep0letiku ravimis

] Klorokiin, mis on kasutusel mdnede

kasutatakse  kortisoidseid steroide.””
autoimmuunsete haiguste ravis, leiti efektiivselt toimivat ka kroonilisele CHIKV
pohjustatud liigesepdletikule.”’ Tuntud viirusevastane ravim ribaviriin on in vitro
katsetes ndidanud mdju RNA viiruste inhibeerimisel."”! Seejuures interferoon-alfa ja
ribaviriini kombinatsioon on ndidanud ka CHIKV in vitro inhibeerimisel efekti
voimendumist. Isegi kui interferoon tavaliselt tdstab immuunset vastupanu,

soovitatakse selle vOtmisel olla ettevaatlik, kuniks wuuritakse ulatuslikumalt

primaatmudeleid.

2.2. CHIKY viroloogia

CHIKYV on alfaviirus, mille genoom sisaldab 11,8 tuhat aluspaari positiivse ahelaga
iiksikut niitjat RNA-d. Sarnaselt Flavivirus genoomile moodustatakse selle alusel
samuti mittestruktuurseid ja struktuurseid valke. Mittestruktuursed valgud, nsP1-4,

kodeeritakse CHIKV RNA 5’-terminaalses otsas.'*! Neist nsP1 on kaasatud viirusliku



mRNA  pakkimisse  guaniin-7-metiiiiltransferaasi  ja  guaniiliiiiltransferaasi
ensiimaatiliste aktiivsuse kaudu. Mittestruktuurne valk nsP2 kiitub kui proteaas ja
helikaas, nsP3 katab osa replikaasi struktuurist ning on kaasatud ka RNA siinteesi.
Valk nsP4 kditub RNAst soltuva RNA poliimeraasina. Mittestruktuursete valkude
prekursor nsP123 ja nsP4 osalevad viiruse negatiivse ahelaga RNA siinteesi
kompleksis. CHIKV genoomi 3’-terminaalses otsas on kodeeritud struktuursed
valgud, s.o. kapsiid C, gliikoproteiinid E1 ja E2 ning kaks viiksemat valku (E3 ja 6K)

(vt. joonis 1)

Replikaasi kompleks
Rakumembraaniga
| iihildumine
Mutsistamine Raku valgu sidumine Struktuursed valgud
’ Proteaas Poliimeraas Kapsud [ Umbrise valgud 1
Mittestruktuursed valgud
p
Rsmepton
L J G siduja i
Y Y
ORF1 ORF2

Joonis 1.

CHIKYV genoomi skemaatiline esitus.

2.2.1. Mittestruktuursed valgud

Viiruse mRNAs kodeeritud kaks valkude prekursorit moodustavad lagunemisel
mittestruktuursed valgud nsP1, nsP2, nsP3 ja nsP4. Translatsiooni ajal seostub
prekursor nsP123 vaba nsP4 ja modnede rakus olevate valkudega, moodustades

replikatsioonikompleksi, mis siinteesib vajaliku tdispikkuses negatiivse ahelaga RNA.

Chikungunya viiruse mittestruktuurne valk nsP1 sisaldab 535 aminohappe jéiki. Selle
N-terminaalne regioon vastutab metiiiiltransferaasi ja guaniiliiiiltransferaasi
aktiivsuste eest. On tdheldatud, et see valk méngib olulist rolli luuiidi antigeen-2
(BST-2) alaregulatsioonil. Viimane on seotud viiruse infektsiooniga rakus ning seega

voiks nsP1 olla potentsiaalseks mirklauaks CHIKYV ravi arendamisel. 5]

CHIKV nsP2 Ighustab viiruse valgukompleksi neljaks mittestruktuurseks valguks,
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kasutades selleks C-terminali piirkonnas lokaliseeritud tiooli proteaasi aktiivsusega
kompleksi. CHIKV nsP2 omab ka RNA trifosfataasi aktiivsust, mis on vajalik RNA
miitsistamiseks ning mis toimub nsP2 N-terminali piirkonnas. NsP2 proteoliiiitiline
aktiivsus on kriitilise tdhtsusega viiruse replikatsioonil, kuna see tagab
mittestruktuurse poliiproteiini kompleksi I10hustamise. Hiljuti on kindlaks tehtud
CHIKYV nsP2 kristallstruktuur. mis kajastab nii C-terminali kui ka N-terminali ning
voib olla oluline ldhtepunkt uute CHIKV vastaste ravimite arendamisel."1”!
Mittestruktuurse valgu nsP2 proteaasi aktiivsait asub C-terminali domeenis GIn1039,
Lys1045, Glull157, Glyl1176, His1222, Lys1239, Ser1293, Glul296 ja Met1297

aminohappe jédkide piirkonnas, moodustades individuaalse funktsionaalse piirkonna

koos Idhustatavate mittestruktuursete valkude kompleksidega.m

CHIKV mittestruktuurne valk nsP3 sisaldab kahte pohilist domeeni. Selle, nagu ka
teiste alfaviiruste nsP3 funktsioon ei ole veel tipselt vilja selgitatud, aga teadaolevalt
mojutab selle mutatsioon viiruse replikatsiooni erinevaid etappe 5] On alust arvata, et
nsP3 N-terminali makrodomeen seob ADP-riboosi derivaadid ja v6ib méngida olulist
rolli rakusisestel regulatsioonidel. CHIKV nsP3 makrodomeeni kristallstruktuur
(PDB: 3GPO) on kindlaks tehtud. ADP-riboosi sidumiskoht on oluline aktiivne sait
selles ning potentsiaalne mirklaud uute viiruse vastaste ravimite arendamisel. C-
terminali domeen on vihem konserveerunud kui N-terminali domeen ja sisaldab
olulisi fosforiileeritud jédike, mis on vajalikud RNA siinteesiks. Hiljutistes toodes on
ndidatud, et nsP3 domeen on vastasmojus raku valkude SH3 domeeniga ning mdjutab
seeldbi mitmeid raku funktsioone. Vastastikune toime konserveerunud SH3 domeeni
ja rakus olevate valkude vahel viitab selle domeeni osalemisele viiruse replikatsioonil

ning seega vOib nsP3 olla oluliseks sihtmirgiks viirusevastase ravimi arendamisel."*!"!

CHIKYV nsP4 on RNA-st sdltuv RNA-poliimeraas, mis eeldatavasti osaleb valgu lahti
pakkimisel rakus. CHIKV nsP4 kristallstruktuur ei ole veel kindlaks tehtud, seega ei
ole teada ka selle konformatsioon ja siduv pinnastruktuur. Edasised nsP4 uuringud
voivad kindlaks teha selle valgu tdpsema rolli viiruse replikatsioonis ning ka sellest
voib saada tulevikus potentsiaalne ravimiarenduse sihtmirk."”. Ka on leitud, et
CHIKYV nsP4 vihendab miérgatavalt [ tiiiipi interferoonide (elF2a) fosforiilatsiooni,
osaledes seega viiruse valgu translatsioonis. Seda teadmist v4ib samuti rakendada

CHIKYV vastase mirklaua otsimisel.”



2.2.2. Struktuursed valgud

CHIKYV sisenemine nakatuvasse rakku teostub viiruse kahe gliikoproteiini, E1 ja E2
abil. Mdlemad kannavad endas p6hilisi antigeenseid determinante ning moodustavad
viriooni ikosaeedrilise kesta. Gliikkoproteiinid E1 ja E2 tekivad prekursori p62
furiinsel lagunemisel, E2 vastutab retseptorite sidumise eest, E1 aga vahendab

membraaniga iihildumist.

Gliikoproteiin E3, mis koosneb p62 64-st aminoterminaalsest aminohappe jédgist,
kaitseb E2-E1 heterodimeeri enneaegset ithildumist raku membraaniga. CHIKV p6-
El (varajase) ning E3-E2-E1 (kiipse) gliikoproteiinkompleksi kristallstruktuur on
kindlaks tehtud (pdb:3N40 ja 3N42). On vilja pakutud ka ravimiarenduseks

voimalikud piirkonnad nendes struktuurides 51,

2.3. Chikungunya viiruse (CHIKYV) sihtimine (targeting)

Viiruse elutsiikli olulistes etappides osalevad valgud on vdimalikud sihtmérgid
ravimidisainis CHIKV vastu (vt. joonis2).”! Suuremat tihelepanu ératavad siinjuures
viiruse RNA genoomi translatsiooni ja replikatsiooniga seotud mittestruktuursed

valgud nsP2 ja nsP3, aga ka viiruse kokkupakkimisel osalevad struktuursed valgud.

CHIKV mittestruktuursete valkude uute inhibiitorite uurimine saab aina enam
tdhelepanu kristallograafilise materjali olemasolu ja ensiiiimipohiste analiiiisitehnikate
arenduste tottu. Hiljuti leiti rida uusi CHIKV nsP2 inhibiitoreid, kasutades
arvutuslikku modelleerimist ja keemilist siinteesi. Nii nditeks pidurdas iiks
voimalikest inhibiitoritest CHIKV viiruse replikatsiooni 50% efektiivsusega
kontsentratsioonil 3,2 pM, olles seega vdimalikuks ldhtestruktuuriks edasistel

ravimikandidaatide otsingutel.m

Arvutikeemilised ldhenemised nagu molekulaardiinaamika ja farmakofoorne
kaardistamine voimaldavad identifitseerida potentsiaalseid in silico tabamusi kui
CHIKV erinevate struktuursete ja mittestruktuursete valkude  funktsionaalse

aktiivsuse inhibiitoreid.
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Joonis 2. Chikungunya viiruse elutsiikkel nakatunud rakus 1,

S.S. Jadav, jt.m on teinud ZINC andmebaasi® virtuaalse soelumise, kasutades
Schrédinger LLC programmi GLIDE"!. Molekulaarsildamisel kasutati eeldatavat
CHIKV nsP2 valgu proteaasi aktiivsusega seotut saiti kataliiiitiliste aminohappe
jadkide Cys1013, His1083 ja Trpl1084 piirkonnas. Leiti 10 suurima sidumise vaba
energiaga iihendit, vahemikus AG = -9.145 ... -9.609 kcal/mol. Parimad iihendid,
5-fluoro-N-[2-(2-imidasool-1-iiiiletoksii)feniiiil ]-1H-indool-2-karboksamiid ~ (I) ja



N-[2-(imidasool-1-iiiilmetiiiil )feniitil |-2-metiiiilbensamiid (II) on kiillaltki erinevad,

kuigi tihendavaks liiliks molemal juhul on bensamiidi struktuur.

N/\/O

e

X0 N
) (7

)] [

Kahjuks puudub aga sellest to6s ennustatud iihendite CHIKV inhibeeriva aktiivsuse

eksperimentaalne kontroll.

U1 on  kasutanud CHIKV proteaasi aktiivsuse modelleerimiseks

Bassetto, jt.
Venetsueela entsefaliidi viiruse (VEEV) nsP2 proteaasi (PDB ID: 2HWK)
homoloogilist mudelit, leidmaks molekulaarsildamise teel uusi potentsiaalseid viiruse
inhibiitoreid. Kuigi t66s puudub korrelatsioon molekulaarsildamise efektiivsuste ja
eksperimentaalselt mdddetud viiruse inhibeerimise aktiivsuste IC50 vahel, leiti siiski
mitmed madalas mikromolaarses kontsentratsioonis toimivad viiruse inhibiitorid.

Aktiivsed iihendid vastasid tildvalemile (III).

(m
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CHIKYV viiruse inhibeerimise efektiivsus oli parimatel ithenditel vahemikus EC50 =
3.2 ... 6.4 uM. Mirkimist védrib aga, et tegemist oli elusa viiruse inhibeerimisega

ning puudus kontroll nsP2 proteaasi inhibeerimise néol.

Kombinatsioon virtuaalsest sdelumisest ja molekulaardiinaamika simulatsioonidest
vdimaldas leida CHIKV nsP3 makrodomeeni erinevaid mérklaudu"'!. Modelleerimise
tulemused viitavad kolme vdimaliku sidumise saidi olemasolule nsP3 valgus. USA
Rahvusliku Vihiinstituudi andmebaasis NCI Diversity Set II oleva 1541 {iihendi
virtuaalse sdelumise kéigus leiti parimad molekulaarsildamisel seonduvad iithendid,
sidumise vaba energiatega vahemikus AG = -8.3 ... -11.1 kcal/mol. Uhendite
molekulaarne struktuur oli seejuures viga erinev. Vaatamata sellele, et need
tabamused on ponevad teerajad edasistel uute Chikungunya vastaste proteaasi
inhibiitorite disainimisel, puudub senini nende inhibeeriva toime eksperimentaalne

kontroll nii nsP3 valgule kui ka elavale viirusele.

CHIKYV infektsiooni saab blokeerida, valides mérklauaks struktuursed glitkoproteiinid
E2 ja E3. Sellist blokeerimist on ndidatud in vitro katsetes, kus blokeeriti rakusisene
furiini poolt toetatud viiruse kesta giikoproteiinide E2E3 v&i prekursori p62

.2 on kindlaks teinud vdimalikud

lahutamine aktiivseteks valkudeks. A.A. Rashad j
blokeerimist toetavad sidumiskohad gliikoproteiini kompleksi kahele vormile (PDB :
3N40 ja PDB:3N42) ning ennustanud molekulaarsildamise abil potentsiaalselt
aktiivseid iihendeid. Kahjuks puudub ka sel juhul ennustatud tihendite aktiivsust

toestav eksperimentaalne kontroll.
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3. METOODIKA

3.1. Modelleerimine
Modelleerimise meetodid: molekulaarsildamine ja farmakofooride meetod

Kbigis seni teadaolevates Chikungunya viiruse inhibeerimist puudutavates téodes on
erinevate meetoditega moddetud madalmolekulaarsete keemiliste iihendite
inhibeerivat toimet viirusele kui tervikule (vt. Tabel I lisas). Seega puuduvad andmed
mingi konkreetse CHIKV elutsiikliga seotud valgu inhibeerimise kohta. Samuti on
ithe metoodikaga modddetud inhibiitorite arv véike (kuni 20), mis ei vdimalda
ligandipohise molekulaardisaini kasutamist uute aktiivsete iihendite leidmiseks.

01 molekulaarsildamise tulemuste

Kiesolevas t66s lihtusime seetdttu Bassetto jt.!
alusel piistitatud hiipoteesist, et seeria uuritud iithendite jaoks (BAS seeria Tabelis I
lisas) on inhibeerimise mirklauaks CHIKV nsP2 proteaas. Uute aktiivsemate ithendite
leidmisel votsime aluseks nende poolt leitud CHIKV inhibiitori BAS1 struktuuri.
Uhendite genereerimiseks jagasime molekuli fragmentideks ning muutsime selle

struktuuri, kasutades farmakofoorseid asendusi.

Rithmade asendamisel erinevate struktuursete analoogidega genereeriti 60 uut
ithendit, mille molekulaarsildamine CHIKV nsP2 proteaasiga viidi seejdrel ldbi
programmi AutoDock 4.2 abil"*. Tehti kindlaks, millised struktuursed fragmendid
avaldavad sidumisenergiale enim moju ning viidi 1dbi vastav virtuaalne sdelumine
MolPort!*! ja ZINC"*! andmebaasides. Andmebaasidest valiti vélja 70 uut tihendit
vastavalt alamstruktuuri otsingutele ning sooritati taas nende molekulaarsildamine

CHIKYV nsP2 valgu aktiivsesse saiti.

Molekulaarsildamisel kasutatud CHIKV nsP2 valgu 3D kristallstruktuur saadi
Protein Data Bank!'®' andmebaasist (PDB:3RTK) ning sellele lisati hiidrofoobsed
vesiniku aatomid. Kiesolevas t60s vaadeldi valku jdiga molekulina ega voetud
arvesse selle liikuvust. Enne molekulaarsildamist optimeeriti ligandide geomeetriline
struktuur programmi Maestro 9.5 abil, kasutades poolempiirilist RM1 meetodit!' "],
Molekulaarsildamiseks piirati aktiivne sait griidikastiga, mille suuruseks méérati 70 x
70 x 70 A. Molekulide vaheliste vastasmdjude arvutamiseks kasutati Autodock 4.2
spetsiifilist jouvilja, mis on parametriseeritud, kasutades eksperimentaalseid

teadaolevate valk-inhibiitor komplekside inhibeerimiskonstante K; ja molekulaarseid
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struktuure. Jouvilja toimel sidumist arvutatakse kahes etapis“gl. Esmalt ldhtutakse
eraldiseisvatest ligandi ja valgu molekulidest ning leitakse energia muutus nende
iileminekul seotud olekusse. Teises etapis arvutatakse energia muutus ligandi ja valgu
kombineerimisel seotud olekus. Jouvili koosneb kuuest paarikaupa energeetilisest

panusest ning konformatsioonilise entroopia muutusest seondumise kidigus (AScon):
AG = ( bound V. nbound) + ( bound Vunbound) + (Vbound V nbound + ASconf) (1)
kus L tdhistab ligandi ning P — valku.

Iga paarikaupa energeetiline panus koosneb dispersioon-tdukumise energiast (V,qw),
vesiniksideme(te) energiast (Vyg), elektrostaatilisest energiast (V... ning

desolvatatsiooni energiast (V,):

V =Vyoaw + Vg + Verec + Vsor > (2)
kus
Aj;i  Bij
Viaw = Woaw 31, (5~ 74) G)
ij
Cij Dy
Vg = Wyp X E(t) 2T 10 4)
Tij ij

(&)

_ qi4;
Velec - Welec Zi,j e(rij)rij

Ver = Wiy (S, + 5,1;) e 757/29%) ©)

Viimastes vorrandites (1-6) on kordajad W optimeeritud kalibreerimaks vaba energiat
eksperimentaalselt teadaolevate sidumiskonstantide alusel. Esimene vorrand (Vygw)
esitab tiitipilist Lennard-Jonesi 6-12 potentsiaali, mille parameetrid on vdetud
AMBERi!"! jouviljast. Teine vorrand (Vyp) esitab suunatud vesiniksideme 10-12
potentsiaali, mille parameetrid C ja D on kohandatud nii, et annaksid maksimaalseks
potentsiaali siigavuseks 5 kcal/mol 1.9 A kaugusel O ja N aatomite vesiniksideme
korral ning 1 kcal/mol 2.5 A kaugusel S aatomit hdlmava vesiniksideme korral.
Funktsioon E(t) arvestab vesiniksideme energia muutust korvalekaldumisel ideaalsest
sideme lineaarsest geomeetriast nurga ¢ vorra. Kolmas vorrand kajastab varjestatud

Coulomb’i elektrostaatilist potentsiaali, kus ¢; ja ¢; tdhistavad osalaenguid
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interakteeruvatel aatomitel ning e(r;;) on varjestustegur. Viimane vorrand kirjeldab
desolvatatsiooniga seotud potentsiaali, mis pdohineb aatomite ruumalal (V) ja

solvatatsiooni parameetril (S).

AutoDock 4.2 programmis kasutatud AMBERi aatomitevaheliste vastasmdju

potentsiaalide iildine kuju on toodud joonisel 3.

Joonis 3. AMBERI aatomitevaheliste vastasmdjude potentsiaalide sdltuvus aatomite

vahelisest kaugusest.

0.5
0.4
0.3
0.2

0.1

«
|

e SRy P
E 0.1 | /"'
=
E 0.2
2 -0.3
2 !
f
§ 04 /
I." —— Dispersiconftdukumine
-0.5 i Vesiniksidemed
[ —— Elektrostaatika
6 / ! Desolvatatsioon

-0.7
-0.8 |

-0.9 [

o
Aatomitevaheline kaugus (A)

Molekulaarsildamine viidi ldbi kasutades Lamarcki geneetilist algoritmi (LGA) See
algoritm pdohineb Lamarcki geneetikal, kus subjekti fenotiilibi kohanemine
keskkonnale kajastatakse tema genotiiiibis ning see muutub périlikuks. Antud
geneetilise algoritmi rakendusel koosneb iga kromosoom seitsmest reaalarvulise
vidrtusega geenist, mis vastavad kolmele ligandi ruumilist asendit kirjeldavast
Cartesiuse koordinaadist, neljast muutujast, mis defineerivad spetsiifiliselt ligandi
orientatsiooni ning iihest reaalarvulisest muutujast iga ligandi torsiooni jaoks, selles

0] LGA algoritmi korral toimub lisaks geenide ristamisele ja

jarjestuses
mutatsioonidele ka valitud jarglaste hulgas viikese sammuga (0.2 A translatoorseks
nihkeks ning 5° orientatsiooniliste ja torsiooni nurkade muutuseks) energia lokaalne

minimeerimine.
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Jargnevalt mdoddeti eksperimentaalselt parimate molekulaarsildamise tulemustega

iihendite inhibeerivat toimet CHIKV nsP2 ensiiiimi reaktsioonile.
3.2. Eksperimentaalne osa

CHIKY nsP2 proteaasi inhibeerimine

CHIKYV nsP2 proteaasi inhibeerimist uuriti kiesolevas to0s geelelektroforeesi (SDS-
PAGE) meetodil. Koigepealt viidi 1dbi proteaasi reaktsioon substraadiga, nsP1/2
tthinemissaidiga EGFP 10ah:5ah Trx, millest EGFP on 10 aminohappeline
fluorestseeruv osa nsP1 valgust ning Trx 5 aminohappeline osa nsP2 proteaasist.
Reaktsioonisegusse lisati 0.7 uM rekombinantset ensiiiimi, 6 uM substraati HEPES
puhvris (10mM HEPES[pH7.2] ja 1 mM B-merkaptoetanool) ning uuritavat iithendit
DMSO lahuses (1 mM iihendit 10% DMSO). Reaktsioonisegu kogu ruumala oli 8 pl.
Seejdrel lasti reaktsioonil toimuda 30°C juures 60 minutit. Peale reaktsiooni
labiviimist lisati segule naatriumdodetsiiiilsulfaati (SDS), et lagundada kdrgemat jiarku
struktuurid ning anda valkudele negatiivne laeng. Seejirel pandi reaktsioonisegu geeli
siivenditesse ning asetati elektrivilja pingega 200V, mille toimel hakkasid valgud
massi alusel katoodi poole liikuma. Peale elektrofereesi protsessi 10ppemist vérviti
geelil olevad valgud ning méérati, millisel méédral peatasid uuritavad {iihendid
reaktsiooni. To0s kasutati poliiakriiiilamiidgeeli, mis moodustub akriiiilamiidi ja
bisakriitilamiidi poliimeriseerumisel. Geel koosneb kahest osast: laadimisgeelist ning
eraldusgeelist. Proovid sisestatakse laadimisgeeli osas asuvatesse siivenditesse, kus
valgud liiguvad kiirelt elektrivilja mojul kahe geeli piirpinnale. Selle peamiseks
funktsiooniks on saavutada elektroforeesil voimalikult hea lahutuse. Seejarel liiguvad

proovid edasi eraldusgeelil, mille iilesandeks on eraldada valgud massi alusel.

Kui elektroforees on sooritatud, siis virviti geeli Coomassie briljantsinisega, mille
poOhiliseks iilesandeks on teha valgud geeli pinnal néhtavaks ning kinnitada need
paigale. Saadud elektroforeesi pilt on néitena toodud joonisel 4. Elektroforegrammil
olevad laigud tdhistavad iilalt alla: nsP2 proteaas, substraat GFP-10:5-Trx ja produkt
ehk GFP-10. CHIKV nsP2 proteaasi inhibeerimise korral lisatud ithendi poolt jédib
substraadi laik muutumatuks, puudub aga produktidele vastav laik. Selleks, et uurida

DMSO voimalikku mdju reaktsioonile, teostati reaktsioon vastavalt erinevatel DMSO
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kontsentratsioonidel ning leiti, et parim DMSO sisaldus on 10 %. DMSO m&ju

reaktsioonile on toodud joonisel 5.

S

&

Q> Q@
o

= —}NsP2
70
558
40— | GFP-10:5-Trx
35—
25§ TTEPTS=1 Crp10

Joonis 4. Chikungunya viiruse nsP2 proteaasi inhibeerimise detekteerimiseks

kasutatud elektroforegramm.
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Joonis 5. DMSO mdju elektroforegramm.
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4. TULEMUSED JA ARUTELU

4.1. Ulesande piistitus ja hiipotees

Kiesolevas t60s oli eesmirgiks leida uued CHIKV proteaasi inhibiitorid, ldhtudes
olemasolevatest iihenditest, mida on kirjanduses vilja pakutud inhibeerimaks
uuritavat viirust. Selleks kasutati meetodeid, mis on standardsed seda laadi
bioloogiliste siisteemide uurimisel. To6s voeti arvesse varasemalt tuntud iihendite
eksperimentaalselt moddetud aktiivsus ja struktuur (Tabel I lisas). Kirjanduses
avaldatud andmete analiitisimisel selgus, et kdigil juhtudel oli mdddetud inhibiitorite
summaarset aktiivsust viirusele. Suuremad andmekogud olid vilja toodud kahes

HOI2U " pmillest vdeti aluseks Bassetto jt. 66", Selles to6s oli vilja pakutud

artiklis
hiipotees, et inhibeerivad iihendid mdjuvad nsP2 valgule ning olid kirjeldatud iildise

struktuuriga:

y

Kiesolevas to0s tehti eeldus, et ldhtuvalt eelmainitud struktuurist saaks tuletada uusi
aktiivseid iithendeid, mis md&juksid inhibeerivalt CHIKV proteaasile. Selleks koostati
artiklis!"” toodud aktiivse iihendi BAS1 struktuurist lihtudes vdimalike uute iihendite

farmakofoorne iseloomustus (vt. joonis 4).

Lihteithendi BAS1 tugistruktuuris on kaks fikseeritud planaarset nurka, esimene neist

on fikseeritud cis- vdi trans- asendusena tsiiklopropiiiilrithma juures ning teine samuti
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cis- vOi trans- asendusena —CH=N sideme juures. Tugistruktuuri hdlmati ka

tsiiklopropiitilrithmaga seotud feniiiilriihm, mis koos vdimalike asendusrithmadega

CH;,

H3C CHs Hiidrofoobne
<= vastasmoju

Aromaatne

vastasmoju ==

Fikseeritud
planaarne nurk

~ Fikseeritud
N| <= planaarmne nurk

O.__CH

Hiidrofoobne

Aromaatne S = vastasmoju

vastasmoju == o CHs

Joonis 4. Lihteiihendi BAS1 farmakofoorne iseloomustus.

vastutab potentsiaalsete hiidrofoobsete (lipofiilsete) vastasmdjude eest ensiilimiga.
Tugistruktuuris paiknevad heteroaatomid (O ja N) on potentsiaalsed vesiniksideme
aktseptorid vastasmdjus ensiilimiga. Tugistruktuuri —CH=N sidemega on samuti
seotud suhteliselt hiidrofoobne 3,4-dietoksiifeniiiilrihm, mis sisaldab ka
potentsiaalsete vesiniksideme aktseptoritena hapniku aatomeid. Farmakofoorsete
asendustena vaadeldi erinevaid hiidrofoobseid ning vesiniksideme aktseptorina
toimivaid asendusrithmi nii tsiiklopropiiiilriihma kui ka —C=N sideme juures. Lisaks
vaadeldi tdiendavalt tugistruktuuri, milles tsiiklopropiiiilrihm oli asendatud C=C

kaksiksidemega.
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Tiiiipiliste kasutatud asendusriihmade ja tugistruktuuride néited on toodud vastavalt

joonistel 5 ja 6.

CHs
HsC CH

3
07 TCH, CHs

Joonis 5. Tiitipilised asendusrithmad ldhteithendi BAS1 struktuuri modifitseerimisel.

|
Afo | | 7Yo P
HN CHs RN | NH
| LI

H3C
Joonis 6. Parimate molekulaarsildamise sidumise vabaenergiatega tugistruktuurid.

Tulemusena saadi 60 uue struktuuriga tihendit, millele teostati molekulaarsildamine
CHIKV nsP2 proteaasi (PDB:3RTK) eeldatavasse aktiivsesse saiti kasutades
Autodock 4.2 programmi. Parimad arvutustulemused (sildamise vaba energia AG ja

sildamise efektiivsus LE = AG/Nasked aatomia) 0N toodud tabelis 1.

Molekulaarsildamine niitas, et, et enim positiivset mdju avaldas hiidrofoobsete
riihmade asendamine, aga olulist rolli méngis ka tsiiklopropiiiilriihma olemasolu
molekulis. Parima tulemuse andis 3,4-dietoksiifeniiiilrithmas etoksiiriithmade vahele

sideme ehitamine
o ~ CHs (0] CHs
I
/\\
O Chs 0~ TCHs;
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Taoliselt asendatud ithendi molekulaarsildamise CHIKV nsP2 eeldatavas aktiivses

saidis on toodud joonisel 7.

Joonis 7. Uhendi (2-(4-tert-butiiiilfeniiiil)-N'-[(1E)-(2,3-dimetiiiil-2,3-dihiidro-1,4-

bensoedioksiin-6-iiiil)metiilideen]tsiiklopropaan-1-karbohiidrasiid)’i molekulaar-

sildamine CHIKYV nsP2 eeldatavasse aktiivsesse saiti.

Tabel 1.

Uhendi BAS1 farmakofoorsel modifitseerimisel saadud parima sildamise vabaenergia

AG (kcal/mol) ja sildamise efektiivsusega LE potentsiaalsed CHIKV proteaasi

inhibiitorid.
Uhendi . . Raskeid AG,
kood Uhendi struktuur aatomeid | kcal/mol LE
BASa AN 32 -8.89 -0.278
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BASDb

HiC G cHy

HiC CHy
P
AN
kc[ojicm
07 “oH,

32

-8.10

-0.253

BASc

34

-8.32

-0.245

BASd

31

-8.78

-0.283

BASe

31

-8.42

-0.272

BASf

O
P
NH
I
07 X
(o]
HsC
CH3
v—
R
g
=
ST
)
3,
'a
=
=] 1=
—
My cH.
CHa
HiC CHy

oj:cr«s
l 07 CHy

29

-8.14

-0.281

BASg

32

-8.52

-0.266
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7\
7\
BASh ~ 30 -9.07 -0.302

s
Di
CHs

N N

BASi / 31 -8.30 -0.268

BASj \ 34 -8.75 -0.257

BASj 37 -8.26 -0.223

BASj 35 -9.06 -0.259

Lihtudes aktiivse tihendi BAS1 farmakofoorse iseloomustamise teel leitud iithenditest
ning molekulaarsildamise tulemustest, teostati andmebaaside ZINCH! ning MolPort
4 yirtuaalne sdelumine vastavalt alamstruktuuri otsingutele. Leiti 70 iihendit, mis
voiksid olla CHIKV proteaasi inhibiitoriteks. Neile iihenditele viidi taas ldbi
molekulaarsildamine nsP2 proteaasi aktiivsesse saiti. Parima sildamise vabaenergia ja

sildamise efektiivsusega iithendid on toodud tabelis 2.
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Tabel 2.
Parima sildamise vabaenergia AG (kcal/mol) ja sildamise efektiivsusega LE

potentsiaalsed CHIKV proteaasi inhibiitorid andmebaasidest ZINC ja MolPort.

Uhendi Uhendi struktuur Raskeid AG,

kood aatomeid | kcal/mol LE

1 HaC@@ 24 -7.65 -0.319

2 24 -7.49 -0.312
—O0
N
N
7N
3 g 24 -7.41 -0.309

4 N 25 736 | -0.294
<D

5 07" "M 24 -1.35 -0.306
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6 N 26 -6.53 -0.251

7 n £ _ 26 | 730 | -0281

O NH N
8 O/Z %O 23 6.22 -0.270
9 ) Z P 23 27.04 -0.306

10 ¢ 23 -7.50 -0.326

4.2. Eksperimentaalsete katsete tulemused

Parima sildamise efektiivsusega iihenditest osteti 16 ithendit ning lisaks 5 artiklis!"

toodud iihendit ning teostati nende CHIKV nsP2 proteaasi inhibeerimise aktiivsuse

mddtmised. Elektroforeesil saadud tulemused on toodud joonisel 8.
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Joonis 8. Potentsiaalsete CHIKV nsP2 proteaasi inhibiitorite aktiivsust iseloomustav

elektroforegramm.

Tulemused niitavad, et enamik iihendeid osutusid inaktiivseteks. Elektroforeesi
pildilt on ndha, et nende lisamine ei takistanud ensiiiimil substraadi lagundamist ning
substraadile vastav laik on kadunud. Uheksal iihendil esines katsetingimustes
viljasadestumine, mistottu ei olnud vdoimalik nende aktiivsust usaldusviirselt moota.
Siiski leidsime, et proteaasile avaldavad selget mdju 3 kommertsiaalselt hangitud

ithendit, 1, 6ja7.

Cl
e F
o) NH,
F
HaC F o
HN HaN
N NH =
HsC o X
3 0
N
= |
6! NH P
HoN
0
1 [] 7

Mirkimisviirselt ei dnnestunud iihelgi originaalartiklis L0l kirjeldatud iihendil niha
inhibeerivat mdju, mis annab alust arvata, et autorite hiipotees, nsP2 proteaasi
inhibiitorite leidmisest on osutunud valeks. Sellele vaatamata dnnestus meil iillatavalt
kdesolevas t66s leida uusi CHIKV nsP2 proteaasi inhibeerivaid iihendeid.
Kommertsiaalselt hangitud aktiivseim {tthend 1 (2-{[2-(3,4-dimetiiiilfeniiiil)

tsiiklopropiiiil[formamido }-2-feniiiilatseetamiid) on tegelikult nelja isomeeri segu.
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Ox _NH,
CH, CH; V
H,C n HaC " /\©
N
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1a ib
Ox_ _NH
0w _NH 2
CH, : CH,
HyC
H3C N : HN
N
PN RN
1c id

Seetottu pakkus suurt huvi, milline v6i millised neist isomeeridest on suurima
aktiivsusega. Vastavad isomeerid siinteesiti TTU keemiainstituudis professor Margus
Loppi laboratooriumis Dzmitry Kazanovichi poolt ning sooritati taas nende CHIKV
nsP2 proteaasi inhibeerimise mdodtmised. Siinteesitud tihenditest aktiivseimaks osutus

1c, vt. joonis 9.

&
. "r.‘;sh'
Eéi'&e?'b
@m‘*;&‘:’
S
kDa S| 1a 1b 1c 1d
100 —— -NsP2
70—
55—
S wwesl GEP-10:5-Trx
35—
25_ —— — — — -—GFP-IU

Joonis 9. 2-{[2-(3,4-dimetiitilfeniiiil )tsiiklopropiiiil [formamido }-2-feniiiilatseetamiidi
isomeeride la-ld CHIKV nsP2 proteaasi inhibeerimise aktiivsus, mdddetuna

elektroforeesi abil.

Uhenditele 1a-1d on teostatud ka viiruse kui terviku inhibeerimise m&dtmised Dr.

Tero Ahola uurimisgrupis Soomes (Division of Microbiology and Biotechnology,

Department of Food and Environmental Sciences, University of Helsinki, Finny
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Varghese) rakukatsetes. Saadud efektiivsed kontsentratsioonid (EC50) (vt. tabel 3) on
kooskdlas meie poolt mdddetud CHIKV nsP2 proteaasi inhibeerimise aktiivsustega,

aga ka molekulaarsildamisel saadud sildamise efektiivsustega, LE.

Tabel 3. CHIKYV inhibeerimine rakukatsetes iithendite 1, 1a-1d poolt.

Uhend El,(t:l\s/lo’ kcﬁl?n’lol LE
1 32,24 - -
1a 39,42 -8,02 -0,334
1b >100 -6,65 -0,277
1c 31,49 -7,34 -0,306
1d 56,71 -6,97 -0,290

Uhendi  (2-{[2-(3,4-dimetiiiilfeniiiil )tsiiklopropiiiil [formamido } -2-feniiiilatseetamiidi)

aktiivseima isomeeri 1¢ molekulaarsildamise struktuur on toodud joonisel 10.

Joonis 10. Uhendi 1¢ molekulaarsildamine CHIKV nsP2 proteaasi aktiivsesse saiti.
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Jooniselt on niha, et oluliseks interaktsiooniks on inhibiitori molekuli amiidsete N-H
vesiniku aatomite ja valgu Asn1082 aminohappe jdfigi amiidse hapniku aatomi vahel
olevad vesiniksidemed. Aromaatsed asendusrithmad paiknevad vastavalt Cys1013 ja
Alal010 aminohappe jiddkidega ning Trp1084 ja Alal1046 jiadkidega piirnevas

hiidrofoobses alas.

4.3. Tuntud aktiivsete ithendite tiielik molekulaarsildamise analiiiis

Leidmaks uusi voimalikke CHIKYV inhibiitoreid, mis oleksid suunatud konkreetsetele
viiruse elutsiikliga seotud sihtmérkidele, teostati teadaolevate viiruse inhibiitorite
molekulaarsildamine nsP2 proteaasi ning nsP3 valgu vdimalikesse aktiivsetesse

tsentritesse.

CHIKYV nsP2 proteaasil on leitud kaks vdoimalikku sidumise saiti'?l. Esimene neist (A)
oli kasutusel kidesolevas to0s uute inhibiitorite molekulaarsildamisel (joonis 11).
Sidumiskohas on lokaliseeritud voimalikud vesiniksidemete moodustumised

Asp1246, Tyr 1047, Tyr1079 ja Trp1084 aminohappe jaidkidega.

ASP
<—H—N
H N .@ F
I T
o 1046
NH ~
N

TRP
1084 =
1014

SER
@ 1048

ASN
//:::::?\ 1082

e

Joonis 11. CHIKV nsP2 proteaasi sidumise sait A'7]

Hiljuti on vilja pakutud veel teinegi, iisna ldhedane sidumiskoht CHIKV nsP2
proteaasile (B)**! (joonis 12).
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Asn1082

%}/751013

Joonis 12. CHIKYV nsP2 proteaasi sidumise sait B,

Tdendoliselt helikaasi aktiivsusega CHIKYV nsP3 valgule (PDB Code: 3GPG) on vilja
pakutud kolm erinevat sidumise saiti"™.  Neist esimene, méirklaud C on ADP-
riboosiga sidumise sait, mis asub Arg26, Gly32, Asn72 ja Trpl148 aminohappe

jadkidega piirnevas alas, (joonis 13).

Kaks tdiendavat mirklauda olid leitud pimesildamise teel. Neist esimesel juhul (D,
joonis 14) oli molekulaarsildamisel griidikast lokaliseeritud ADP-riboosi sidumise

saidi keskpunkti, teisel juhul (E, joonis 15) aga valgu keskpunkti.

Joonis 13. Mirklaud C CHIKV nsP3 valgu struktuuris!'" .
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Joonis 15. Mirklaud E CHIKV nsP3 valgu struktuuris™ .

Programmi Autodock 4.2 abil teostati 50 teadaoleva madalmolekulaarse CHIKV
inhibiitori molekulaarsildamine k&igisse {ilaltoodud miérklaudadesse, kasutades
AMBER’i jouvilja ning Lamarcki geneetilist optimeerimise algoritmi. Arvutatud
sildamise vabaenergiad AG ning efektiivsused LE on toodud kéesoleva t60 lisas

tabelites II ja III.

Enamiku iihendite korral jdi sidumise efektiivsus kas madalaks voi siis keskpéraseks

(LE > — 0.4). Erandiks on viike seeria tiasolidiini derivaate**.
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mille LE < — 0.4. Parim sidumine oli nsP3 mérklauaga E, ulatudes kuni LE = — 0.490
ning NsP2 proteaasi mérklauaga A, mille korral maksimaalne LE = — 0.467.
Aktiivsed ithendid on ka madala molekulmassiga (MW < 300), mistdttu asendatud
tiasolidiinid ning analoogsed heterotsiiklilised siisteemid vdivad osutuda suurt huvi

pakkuvateks edasistel CHIKV ravimikandidaatide otsingutel.
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5. KOKKUVOTE

Kiesolevas to0s otsiti uusi CHIKV inhibiitoreid, vottes bioloogiliseks mérklauaks
viiruse proteaasi. Selleks ldhtuti olemasoleva potentsiaalse CHIKV nsP2 inhibiitori
BAS struktuurist ning modifitseeriti seda farmakofoorsete asendustega. Saadud uute
ithendite aktiivsust hinnati molekulaarsildamise abil nsP2 kristallstruktuurile ning
sellest ldhtudes leiti sidumist oluliselt parandavad struktuursed faktorid. Neist
tulemustest ldhtudes teostati suurte iithendite andmebaaside ZINC ja MolPort
virtuaalne sdelumine ning taaskordse molekulaarsildamisega tehti kindlaks parima
sidumisega iihendid. Viimased hangiti kommertsiaalsetest allikatest ning teostati
nende CHIKV nsP2 proteaasi aktiivsuse inhibeerimise katsed in vitro tasemel.
Eksperimentaalsed tulemused nditasid 3 téiesti uue iithendi suurt inhibeerivat
aktiivsust, parim neist vdib osutuda piisavalt heaks kandidaadiks minemaks in vivo

loomkatsetele.

Too kéigus teostati ka molekulaarsildamine 50 teadaolevale Chikungunya viiruse
inhibiitorile viie erineva mirklaua suhtes. Kaks neist asuvad nsP2 proteaasi, kolm aga
nsP3 valgu struktuuris. Enamikel juhtudel jdi sidumise efektiivsus madalaks, mis
viitab sellele, et nende inhibiitorite toime mehhanism on seotud mingite teiste viiruse
elutdhtsate sihtmérkidega. Parimaid tulemusi andsid moningad tiasolidiini derivaadid
ning seetdttu voivad analoogsed heterotsiiklilised siisteemid osutuda suur huvi

pakkuvateks edasistel CHIKV ravimikandidaatide otsingutel.
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6. SUMMARY

Design and testing of the first Chikungunya virus protease inhibitors

The aim of this thesis was to develop new CHIKYV inhibitors acting on its biological
target nsP2 protease. By emanating from known CHIKYV inhibitor BAS1 structure,
modifications using pharmacophore approach were applied for finding new leading
compounds. New modified compounds were evaluated using molecular docking to
nsP2 crystal structure and according to the binding energy, structural factors for better
binding were found. Relied on the previous results, virtual screening on MolPort and
ZINC compound libraries was applied and evaluated by molecular docking for
finding compounds that have the best binding energy. The best compounds were
acquired from commercial sources and in vitro CHIKV nsP2 protease inhibitory
activity experiments were carried out. Experimental results showed significant
inhibitory activity for 3 novel compounds, from which the best compound might turn

out to be sufficiently good candidate for further in vivo animal tests.

In the present study, molecular docking was also applied for 50 known Chikungunya
virus inhibitors at five different binding sites. Two of those sites were located in nsP2
protease structure and three in nsP3 protein structure. In most cases, binding
efficiency was rather low, suggesting that the activity mechanism of these inhibitors
might be involved with other vital virus targets. The best results were noted by some
thiazolidine derivates, therefore similar heterocyclic systems might form interesting

base for further CHIKV drug candidate search.
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8. LISAD

Tabel I. Chikungunya viiruse inhibiitorid (kirjanduse ilevaade 20.05.2015.)

Uhendi Keemiline struktuur Meetod IC50(EC5 | Viide
kood/nimi 0) uM
=0 .
o Rakupdhine test
CNDO0335 o N reasuriiniga 33 [23]
= =/ HN <
=0 —
. o Rakupo6hine test
CNDO0364 o reasuriiniga 6.2 [23]
OO
/G-U Rakupohine test
—/ 0 reasuriiniga
0 6.2 [23]
CNDO0366 —N
HN@
Rakupohine test
CNDO0415 reasuriiniga
7.1 [23]
Rakupohine test
CNDO0545 reasuriiniga 5.6 [23]
Rakupo6hine test
CND3514 % OH reasuriiniga 29 [23]
H s
Harringtonine o) CHIKV
o 0 o inhibeerimine
HO
O™ BHK21 0.24 [24]
rakkudes :
o . !
0 0
L /

38



Hypocrellin A

CHIKV
inhibeerimine
BHK?21
rakkudes

1.0

[24]

Rottlerin

CHIKV
inhibeerimine
BHK21
rakkudes

>10

[24]

Daunorubicin

CHIKV
inhibeerimine
BHK?21
rakkudes

>10

[24]

BAS 1

CHIKV
inhibeerimine
Vero rakkudes

5.0

[10]

BAS 2

CHIKV
inhibeerimine
Vero rakkudes

4.0

[10]
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BAS 4

F CHIKYV
0 i inhibeerimine [10]
vl Vero rakkudes 14
BAS 8 0 > CHIKV
N—N inhibeerimine
. Vero rakkudes [10]
(O 36
BAS 10
N /) CHIKV
| 0 inhibeerimine " [10]
B Vero rakkudes
BASTI xN,H /A CHIKV
I 0 inhibeerimine ” [10]
HO Vero rakkudes ’
BAS 12 .
S < CHIKYV
M inhibeerimine
/ n 10
O Vero rakkudes 32 [10]
BAS 13 /H AN e
O y © inhibeerimine [10]
<|) ¢ Vero rakkudes 12
BAS 25 CHIKV
inhibeerimine
S . AW Vero rakkudes 32 [10]
O
COR 1 o /[2
CHIKV
inhibeerimine 2.4 [25]
Vero rakkudes
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COR 2 o 0
CHIKV
inhibeerimine 4.0 [25]
Vero rakkudes
1ID1452-2 CHIKV
inhibeerimine
inimese HEK- 31 [26]
293T rakkudes
GIG 2 o]
S CHIKV
/J*‘N N inhibeerimine 19 [21]
0 Vero rakkudes
A
GIG 3a NH;
Nl)i'“!“ CHIKV
AL AN inhibeerimine 225 [21]
}: 0 Vero rakkudes
GIG 6a o]
HNT ”1} CHIKV
SN inhibeerimine 127 21]
o Vero rakkudes
GIG 11a N::r{
° CHIKV
H inhibeerimine 348 [21]
N\]%N o Vero rakkudes
\
GIG 11b
,\J\ CHIKV
H inhibeerimine 28 [21]
~ \ o Vero rakkudes
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GIG 11c

CHIKV
N inhibeerimine 32 [21]
N Vero rakkudes
cl \ 0
N=—N
GIG 11d
-0
CHIKV
@ inhibeerimine 23 [21]
MN & Vero rakkudes
GIG 1le
“”J\NH CHIKV
inhibeerimine 12 21]
)\ Vero rakkudes
o \ o]
N
GIG 11f ML
NH CHIKV
inhibeerimine 318 [21]
\ o Vero rakkudes
H MNe=N]
GIG 11h .
Ne=N
o \ 7 CHIKV
inhibeerimine 131 [21]
H\fN Vero rakkudes
GIG 11j o
,\J\NH CHIKV
inhibeerimine 326 [21]
\ o Vero rakkudes
N=N
GIG 11k
. " CHIKV
A~ inhibeerimine 169 [21]
\ 0 Vero rakkudes
N=N
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GIG I1m

CHIKV
" )\2*0 inhibeerimine 202 [21]
0
N\ﬁN Vero rakkudes
0
GIG 15a ©_\N/N§N
}\ CHIKV
© © inhibeerimine 68 [21]
) N Vero rakkudes
F
F
GIG 15b N/N§
CHIKV
°© o inhibeerimine 3 [21]
'\?'H Vero rakkudes
GIG 15¢ N=N
{ 0
N\\)\( CHIKV
NH inhibeerimine 115 [21]
d Vero rakkudes
Y ~n
GIG 15e
(O3
}\ CHIKV
© 0 inhibeerimine 280 [21]
}H Vero rakkudes
GIG 15f
@«“‘EN
}\0 %g:‘“ CHIKV
inhibeerimine 204 [21]
Vero rakkudes
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GIG 15¢g

CHIKV
inhibeerimine
Vero rakkudes

75

[21]

GIG 20

CHIKV
inhibeerimine
Vero rakkudes

167

[21]

Chloroquine

CHIKV
inhibeerimine
Vero rakkudes

11

[21]

Trigowiin A

CHIKYV tiive
899
inhibeerimine
Vero rakkudes

43.5

[27]

Prostratin

CHIKYV tiive
899
inhibeerimine
Vero rakkudes

2.6

[27]
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TPA

CHIKYV tiive
899
inhibeerimine
Vero rakkudes

0.0029

[27]

40-TPA

CHIKY tiive
899
inhibeerimine
Vero rakkudes

2.8

[27]

NOT 3

CHIKYV tiive
899
inhibeerimine
Vero rakkudes

0.76

(28]

NOT 4

CHIKYV tiive
899
inhibeerimine
Vero rakkudes

4.3

(28]

NOT 5

CHIKYV tiive
899
inhibeerimine
Vero rakkudes

60

(28]
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NOT 6

CHIKYV tiive
899
inhibeerimine
Vero rakkudes

17.4

[28]

NOT 7

CHIKYV tiive
899
inhibeerimine
Vero rakkudes

17.1

(28]

NOT 8

CHIKYV tiive
899
inhibeerimine
Vero rakkudes

19.5

[28]

NOT 9

CHIKYV tiive
899
inhibeerimine
Vero rakkudes

21.0

[28]

NOT 10

AcO OMeBu

CHIKYV tiive
899
inhibeerimine
Vero rakkudes

111

[28]
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NOT 11

CHIKYV tiive
899 80 [28]
inhibeerimine
Vero rakkudes
Debromo-
aplysiatoxin
2 CHIKV
inhibeerimine 1.3 [29]
BHK21
rakkudes
Anhydrodebrom
o-aplysiatoxin
3 CHIKV
inhibeerimine 223 [29]
BHK21
rakkudes
3.
Methoxydebro
mo-aplysiatoxin CHIRY
S inhibeerimine 27 [29]
BHK21
rakkudes
Trigocherrierin o
Al
CHIKV
inhibeerimine 0.6 [30]
Vero rakkudes
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Trigocheriolide
E2

CHIKV
inhibeerimine
Vero rakkudes

0.7

[30]

Apigenin

CHIKV
inhibeerimine
BHK-CHIKV-
NCT rakkudes

22.5

[31]

Chrysin

CHIKV
inhibeerimine
BHK-CHIKV-
NCT rakkudes

46.8

[31]

Narigenin

= | OH
HC',.‘_’_.-‘::‘_-‘:‘_,_.D -“M‘*J/
|

-

OH O

CHIKV
inhibeerimine
BHK-CHIKV-
NCT rakkudes

25.8

[31]

Silybin

CHIKV
inhibeerimine
BHK-CHIKV-
NCT rakkudes

71.1

[31]
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Prothipendyl

CHIKV
inhibeerimine
BHK-CHIKV-
NCT rakkudes

135.0

[31]

Ribavirin

CHIKV
inhibeerimine
BHK-CHIKV-
NCT rakkudes

8.8

[31]

Mycophenolic
acid

CHIKV
inhibeerimine
BHK-CHIKV-
NCT rakkudes

1.5

[31]

6-Azauridine

CHIKV
inhibeerimine
BHK-CHIKV-
NCT rakkudes

24

[31]

3’-NH,-3’-
deoxyadenosine

OH

CHIKV
inhibeerimine
BHK-CHIKV-
NCT rakkudes

34.0

[31]

JAD7

CHIKYV tiive
LR2006_OPY1
inhibeerimine
Vero rakkudes

0.42

[22]
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JADS

CHIKYV tiive
LR2006_OPY1
inhibeerimine
Vero rakkudes

4.2

[22]

JADO9

CHIKYV tiive
LR2006_OPY1
inhibeerimine
Vero rakkudes

3.6

[22]

JADI16

CHIKYV tiive
LR2006_OPY1
inhibeerimine
Vero rakkudes

40.1

[22]

JADI19

CHIKYV tiive
LR2006_OPY1
inhibeerimine
Vero rakkudes

6.8

[22]

E225-0969

CHIKV
inhibeerimine
Vero rakkudes

1.9

[32]
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E528-0039 CH,

(6]
H,C j CHIKV
we—r—< 1 inhibeerimine 17.3 32]
*H,C N/N\/i\cw Vero rakkudes
3
NH

G118-0778 e

Vero rakkudes

(0]
®JN\// CHIKV
H@\}\ inhibeerimine 62.1 [32]
(0]

0
\\CHG
G544-0735 K@/F
O N
. T CHIKV
: )—ﬁ inhibeerimine 36.1 [32]
N \ NN Vero rakkudes
N

Tabel II. Eksperimentaalselt leitud aktiivsete CHIKYV inhibiitorite molekulaarsildamise
vaba energiad (kcal/mol) ja sildamise efektiivsused nsP2 proteaasi sidumise saitides A
jaB.

Uhendi kood ;:?gﬁf;ﬁi Szitcf” Sid(lﬁr)lise Siiél?’ Sid(u]?nse Icsoﬁfso)’
keal/mol | efektiivsus | kcal/mol | efektiivsus

CNDO0335 24 -7.47 -0.31 -6.69 -0.28 3.3

CNDO0364 30 -8.35 -0.28 -8.01 -0.27 6.2

CNDO0366 27 -8.75 -0.32 -8.71 -0.32 6.2

CNDO0415 24 -7.81 -0.33 -7.76 -0.32 7.1
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CNDO0545 29 -6.99 -0.24 -7.07 -0.24 5.6
CND3514 22 -6.63 -0.30 -6.87 -0.31 2.2
BAS 1 30 -6.35 -0.21 -7.01 -0.23 5
BAS 2 28 -8.28 -0.30 -9.12 -0.33 4
BAS 4 28 -6.98 -0.25 -7.88 -0.28 14
BAS 8 27 -7.67 -0.28 -7.46 -0.28 3.6
BAS 10 21 -7.18 -0.34 -7.85 -0.37 24
BAS 11 21 -6.66 -0.32 -6.65 -0.32 6.4
BAS 12 26 -8.12 -0.31 -8.01 -0.31 32
BAS 13 22 -7.07 -0.32 -6.71 -0.31 12
BAS 25 29 -6.62 -0.23 -6.28 -0.22 3.2
GIG 2 20 -7.16 -0.36 -7.29 -0.36 19
GIG 3a 20 -7.19 -0.36 -7.05 -0.35 225
GIG 6a 20 -8.02 -0.40 -7.05 -0.35 127
GIG 11a 18 -6 -0.33 -7.02 -0.39 348
GIG 11b 19 -7.24 -0.38 -7 -0.37 28
GIG 11c 18 -7.16 -0.40 -7.43 -0.41 32
GIG 11d 25 -8.46 -0.34 -8.53 -0.34 23
GIG 11e 21 -7.25 -0.35 -7.03 -0.33 12
GIG 11f 21 -7.86 -0.37 -8.14 -0.39 318
GIG 11h 19 -7.56 -0.40 -7.49 -0.39 131
GIG 11j 20 -7.09 -0.35 -7.1 -0.36 326
GIG 11k 21 -7.08 -0.34 -7.16 -0.34 169
GIG 11m 22 -7.22 -0.33 -7.28 -0.33 202
GIG 15a 24 -6.42 -0.27 -6.51 -0.27 68
GIG 15b 22 -7.65 -0.35 -7.87 -0.36 3
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GIG 15¢ 23 | 684 | 030 | 699 | -0.30 115
GIG 15¢ 23 | 765 | 033 | 7.94 | 035 280
GIG 15f 26 | 732 | -028 | -822 | -0.32 204
GIG 15¢ 26 8 | -031 | 746 | -0.29 75
GIG 20 20 | 721 | 036 | 7.6 | -038 167
Chloroquine | 22 | -631 | 029 | -547 | 025 1
Apigenin 20 | 732 | 037 | 717 | 036 | 225
Chrysin 19 | 731 | 038 | 727 | 038 | 4638
Narigenin 20 -6.88 -0.34 -6.59 -0.33 25.8
Silybin 35 | 736 | 021 | -8 | 023 | 711
Prothipendyl | 20 | -6.06 | -0.30 | -5.94 | -0.30 135
Ribavirin 17 | 478 | -028 | -5.44 | -0.32 8.8
Mycophenolic | o3| 56 | 924 | 721 | -0.31 1.5
acid
6-Azauridine 17 -5.11 -0.30 -4.5 -0.26 2.4
deg;yljggﬁf)’s'm J 19 | 441 | 023 | 473 | 025 34
JAD7 15 | 681 | -045 | 667 | -044 | 042
JADS 15 | 658 | -044 | -649 | -0.43 42
JADY 18 | 715 | 040 | 717 | -0.40 3.6
JAD16 17 | 794 | -047 | 805 | -047 | 40.1
JAD19 15 | 614 | -041 | 580 | -0.39 6.8
E225-0969 39 | 813 | 021 | 738 | -0.19 1.9
E528-0039 35 | 734 | 021 | 701 | -0.20 17.3
G118-0778 31 | -835 | 027 | -857 | 028 | 621
G544-0735 37 | 824 | 022 | 756 | 020 | 36.1
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Tabel III. Eksperimentaalselt leitud aktiivsete CHIKV inhibiitorite molekulaarsildamise
vaba energiad (kcal/mol) ja sildamise efektiivsused nsP3 valgu sidumise saitides A ja B.

L Raskeiq | SaitC (©) Sait D, (D), Sait E, (B) 1C50
FRendtkoot | atomeid | | ytor | etekitvaus | kealimol | efektivus | Kealimol | efeitvous | iM
CNDO0335 24 -8.34 -0.35 -5.42 -0.23 -7.71 -0.32 3.3
CNDO0364 30 -9.56 -0.32 -6.63 -0.22 -9.66 -0.32 6.2
CNDO0366 27 -9.17 -0.34 -5.95 -0.22 -9.15 -0.34 6.2
CNDO0415 24 -8.53 -0.36 -6.28 -0.26 -8.22 -0.34 7.1
CNDO0545 29 -8.57 -0.30 -5.65 -0.19 -7.63 -0.26 5.6
CND3514 22 -8.01 -0.36 -5.34 -0.24 -7.42 -0.34 2.2
BAS 1 30 -7 -0.23 -5.27 -0.18 -7.25 -0.24 5
BAS 2 28 -8.19 -0.29 -6.03 -0.22 -8.23 -0.29 4
BAS 4 28 -7.94 -0.28 -4.91 -0.18 -7.94 -0.28 14
BAS 8 27 -7.74 -0.29 -5.3 -0.20 -7.59 -0.28 3.6
BAS 10 21 -8.72 -0.42 -5.64 -0.27 -9.23 -0.44 24
BAS 11 21 -7.85 -0.37 -5.73 -0.27 -7.99 -0.38 6.4
BAS 12 26 -9.57 -0.37 -6.6 -0.25 9.1 -0.35 32
BAS 13 22 -8.25 -0.38 -5.92 -0.27 -7.22 -0.33 12
BAS 25 29 -7.98 -0.28 -4.66 -0.16 -7.31 -0.25 3.2
GIG 2 20 -8.28 -0.41 -5.9 -0.30 -8.02 -0.40 19
GIG 3a 20 -7.36 -0.37 -5.14 -0.26 -6.4 -0.32 225
GIG 6a 20 -7.68 -0.38 -5.56 -0.28 -7.09 -0.35 127
GIG 1la 18 -7.37 -0.41 -5.54 -0.31 -6.83 -0.38 348
GIG 11b 19 -7.1 -0.37 -5.44 -0.29 -7.25 -0.38 28
GIG 11c 18 -8.08 -0.45 -5.8 -0.32 -8.24 -0.46 32
GIG 11d 25 -9.59 -0.38 -6.9 -0.28 -8.73 -0.35 23
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GIG lle 21 734 | 035 | 644 | -031 | -7.64 | -0.36 12
GIG 11f 21 821 | 039 | 623 | -030 | -831 | -040 | 318
GIG 11h 19 | -842 | -044 | 647 | -034 | 853 | -045 | 131
GIG 11j 20 | 791 | -040 | -5.99 | 030 | -8.09 | -040 | 326
GIG 11k 21 751 | 036 | -545 | -026 | -7.53 | -036 | 169
GIG 11m 22 | 808 | -037 | -516 | 023 | -829 | -038 | 202
GIG 152 24 | 691 | -029 | -529 | 022 | -6.82 | -0.8 68
GIG 15b 2 | 783 | -036 | -581 | -026 | -853 | -0.39 3
GIG 15¢ 23 85 | 037 | 532 | -023 | 338 | -0.15 | 115
GIG 15¢ 23 781 | 034 | 563 | -024 | -7.17 | -031 | 280
GIG 15f 26 | 849 | -033 | -637 | 025 | -83 | -032 | 204
GIG 15¢ 26 | 868 | -033 | -594 | 023 | -873 | -034 | 75
GIG 20 20 | 781 | -039 | -635 | 032 | -75 | -038 | 167

Chloroquine | 22 | -553 | -025 | 3.6 | -0.16 | -573 | -0.26 11
Apigenin 20 | 757 | 038 | -5.68 | -028 | -753 | -038 | 225
Chrysin 19 | 814 | 043 | -596 | -031 | 736 | -039 | 46.8
Narigenin 20 79 | 040 | 549 | -027 | 771 | -039 | 25.8
Silybin 35 891 | 025 | -474 | -0.14 | 66 | -0.19 | 7L1
Prothipendyl | 20 | -6.12 | -031 | 424 | -021 | -591 | -030 | 135
Ribavirin 17 | -5.05 | 030 | -376 | -022 | 524 | -031 | 8.8
Mycophenolic | =, 851 | -037 | -480 | -021 | -821 | -0.36 1.5

acid

6-Azauridine | 17 | -7.36 | -043 | 374 | 022 | -559 | 033 | 24
deg;yljglezrf)’s'me 19 | 432 | 023 | 328 | 017 | 341 | 018 | 34
JAD7 15 711 | 047 | 52 | -035 | 735 | -049 | 042
JADS 15 73 | 049 | 541 | -036 | -7.28 | -049 | 42
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JADO9 18 -8.09 -0.45 -5.7 -0.32 -7.82 -0.43 3.6
JADI6 17 -7.51 -0.44 -5.81 -0.34 -7.48 -0.44 40.1
JADI9 15 -6.5 -0.43 -4.87 -0.32 -6.33 -0.42 6.8
E225-0969 39 -6.96 -0.18 -5.19 -0.13 -5.99 -0.15 1.9
E528-0039 35 -6.7 -0.19 -5.12 -0.15 -6.25 -0.18 17.3
G118-0778 31 -6.4 -0.21 -5.51 -0.18 -7.6 -0.25 62.1
G544-0735 37 -8.01 -0.22 -6.79 -0.18 -7.92 -0.21 36.1
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