REZUMAT

Aceasta teza, intitulata Aplicatii biofizice in cercetarea si dezvoltarea farmaceutica,
rezuma rezultatele activitatii mele de cercetare dupa obtinerea titlului de Doctor in
Chimie la Case Western Reserve University- Statele Unite ale Americii in anul 2004.

Prima parte a tezei (capitolele 1-3) continua cercetarile incepute in perioada stagiului
doctoral, care au furnizat pentru prima data dovezi pentru acumularea unui intermediar
in procesul de pliere a proteinelor prion. Masuratorile Tn flux continuu cu o rezolutie in
timp de ~100 us, au oferit dovezi clare privind acumularea rapida a unui intermediar
timpuriu (cu o constanta de timp de ~50 us), urmata de o etapa de pliere care limiteaza
viteza (cu o constanta de timp de ~700 ps). Studiul a demonstrat de asemenea in mod
clar cresterea populatiei intermediarului in conditiile care favorizeaza agregarea.

Un comportament similar de pliere de trei stari a fost observat pentru mutantul F198S
asociat bolii Gerstmann-Straussler-Scheinker, caz in care populatia intermediarului a
fost mult crescuta in comparatie cu cea a proteinei native, sugerand cu tarie ca aceasta
conformatie partial structurata poate fi un precursor monomeric direct al oligomerului
PrPSc pliat gresit. Ulterior, studiile s-au concentrat pe determinarea proprietatilor
biofizice ale prionilor umane recombinante (huPrP90-231) corespunzatoare variantelor
polimorfe D178N/M129 si D178N/V129 asociate cu doua boli prionice distincte, si
anume insomnia familiald fatald si afectiunile Creutzfeldt-Jakob. In comparatie cu
proteina nativa, ambele forme polimorfe ale D178N huPrP prezinta o predispozitie mult
crescuta pentru o conversie la oligomeri bogati in segmente de [3 -foi pliate (la pH acid)
si respectiv segmente fibrilare amiloidice incarcate pozitiv la tioflavina T (la pH neutru).
Foarte important, pentru varianta D178N, tendinta de transformare depinde puternic de
polimorfismul M/V la pozitia 129, in timp ce pentru proteina nativa in conditii
experimentale identice nu se observa o astfel de dependenta. Diferentele de polimorfism
au fost observate de asemenea in morfologia structurilor fibrilare generate, sugerand ca
variabilitatea fenotipica dependenta de polimorfism a bolilor prionice familiale poate fi
legata de diferentele in proprietatile biofizice ale diferitelor variantelorde prioni. Studiile
de etichetara de spin situs-directionata dezvaluit ca aceste structuri fibrilare poseda o
un nucleu de B-foi, pliate indiferent de modul de pliere a precursorului monomeric initial.
Similitudinea structurala a structurilor fibrilare formate in conditii diferite sugereaza cu
tarie ca arhitectura comuna de B-foi pliate in regiunea centrala a secventei ~160-220,
reprezinta un minim energetic global in conversia PrP. Mai mult, regiunea N-terminala a
structurilor fibrilare ale PrP prezintd plasticitate conformationala, trecand printr-o
tranzitie structurala reversibila cu un pKa aparent de ~ 5,3. Acest profil al stabilitatii
dependente de pH aminteste de comportamentul PrPSc derivat din creier, ceea ce
sugereaza un grad ridicat de similitudine structurala in regiunea de nucleu B al acestor
aggregate de PrP.



Capitolul 4 este axat pe studiile efectuate pentru a elucida rolul sistemului chaperonina
GroEL-GroES in plierea proteinelor. Experimentele originale de reconstituire a plierii
proteinelor mediate de GroEL-GroES au fost efectuate in conditii ,,nepermisive”, in care
complexul de chaperonina era absolut necesar si proteinele substrat nu puteau atinge
starea nativa daca erau diluate direct in solutie din denaturant. Totusi, in conditii
»permisive”, utilizdnd o concentratie mai scazuta a substratului si o temperatura mai
redusa, unele proteine pot fi repliate atat de complexul GroEL-GroES, cat si in solutie.
Aparent, pentru cateva dintre acestea proteina ar putea sa se replieze mai repede in
interiorul camerei cis formata de GroEL-GroES decét libera in solutie, ceea ce sugereaza
ca acest compartiment poate avea un rol activ, de asistare a plierii proteinelor. Se
observa ca diferenta este cauzata de asocierea multimoleculara reversibila in timpul
plierii in solutie, o cale de partitie cinetica care Incetineste viteza reactiei de renaturare
in raport cu compartimentul chaperoninei, unde nu pot aparea astfel de asocieri. Pe baza
experimentelor de repliere ,,in solutie” si asistatd de chaperonina folosind Rubisco,
proteina de legare a maltozei (DM-MBP) si dihidrofolat reductaza ca substrat, am ajuns
la concluzia ca compartimentul GroEL-GroES se comporta ca o ,,cusca Anfinsen” pasiva
al carei rol principal este de a preveni asocierea multimoleculara in timpul plierii. Aceste
observatii au deschis o noua perspectiva asupra posibilului rol jucat de chaperoni in
procesele biologice, In care acestia ar putea avea in principal un rol protector si nu
neaparat in promovarea proceselor de pliere a proteinelor.

Capitolele 5 si 6 prezintd extinderea cercetarii axate pe neurodegenerare prin
descoperirea anticorpilor anti-tau, caracterizarea biofizica, biochimica si
imunohistochimica, precum si maturarea si testarea functionala a acestora. Am izolat
din celulele B de memorie IgG+ periferice ale donatorilor de sdnge asimptomatici un
panou larg de anticorpi care se leaga de proteina tau. Acesti anticorpi recunosc diferiti
epitopi fosforilati si nefosforilati pe tau, sugerdnd ca acestia pot juca roluri specifice in
prevenirea patogenezei tau. CBTAU-7.1 si CBTAU-22.1, doi anticorpi dependenti de
fosforilare, care se leaga de regiunile bogate in prolina si C-terminal, recunosc in mod
specific forma patologica a tau in tesutul cerebral post-mortem. Alti anticorpi anti-tau
recunosc epitopii nefosforilati si prezinta caracteristici interesante. CBTAU-27.1 se leaga
de motivul de agregare in domeniul repetitiv R3 si blocheaza agregarea tau in filamentele
elicoidale asociate in perechi (PHF) prin sechestrarea formei monomerice a proteinei
tau. Pe de alta parte, CBTAU-28.1 se leaga de regiunea de insertie N-terminala, inhiba
raspandirea semintelor de tau si mediaza absorbtia agregatelor de tau in microglie prin
legarea PHF-urilor. Imbunatétirea afinitatii a condus la imbunatétirea functionalitatii si a
permis identificarea epitopilor ca noi tinte pentru terapia si prevenirea AD. Luate
impreuna, aceste rezultate sugereaza prezenta unuiraspuns imunin curs de desfasurare
condus de antigeni impotriva tau la persoanele sin&toase. In plus, gama largd de
specificitati pentru tau sugereaza ca repertoriul imunitar uman poate contine anticorpi
care pot servi ca biomarkeri sau pot fi utilizati pentru terapie.



Capitolele 7 si 8 evidentiaza rolul si importanta instrumentelor biofizice de ultima
generatie in abordarea unorintrebari cheie in cercetarea si dezvoltarea biofarmaceutica.
Caracterizarea epitopilor este esentiala pentru elucidarea mecanismului de actiune al
medicamentelor aflate in stadiul de dezvoltare. Prin aplicatia dezvoltata de noi am
evidentiat utilitatea spectrometriei de masa cu schimb de hidrogen-deuteriu (HDX-MS)
pentru explorarea impactului conformational al legarii biomoleculelor tip medicamente
de hemaglutinind (HA), principalul antigen de suprafata al virusurilor gripale. Am
dezvoltat un flux de lucru HDX-MS semi-automat pentru a sonda subtipurile de HA
inrudite la distanta in complex cu 4 candidati diferiti de medicamente, de la un anticorp
monoclonal pana la o peptida sintetica mica. Aceste rezultate evidentiaza potentialul
testarii bazate pe cartografierea epitopilor HDX-MS pentru identificarea unor candidati
impotriva proteinelor antigenice in stadiile incipiente ale dezvoltarii medicamentelor.

in plus am exploatat impactul mare al metodei HDX-MS pentru anticiparea evolutiei
designului de vaccinuri recombinante. Folosind ca metoda de abordare proiectarea
rationala am conceput antigeni stem HA stabili (,,mini-HA”). Prin iTmbunatatirea specifica
a diverselor situsuuri conformationale in diferite etape de proiectare, am putut prezice
functionalitatea si am utilizat rezultatele experimentale in procesul de proiectare in
silico. Afost prezis cu succes ca cel mai avansat candidat prezinta proprietati structurale
si de legare a bnAb comparabile cu cele ale HA expus pe suprafata virusului. Ulterior
predictia noastra a fost validata prin experimente in vivo care au aratat ca designul final
protejeaza pe deplin soarecii in modelele de provocare letale heterologe si
heterosubtipice si reduce febra dupa provocarea subletala la maimutele cynomolgus.
Anticorpii generati la soareci si primate non-umane de acesti mini-HA recunosc o
varietate larga de HA, prezinta competitie cu bnAbs umani pentru legarea HA stem,
neutralizeaza virusurile H5N1 si medieaza activitatea efector dependenta de anticorpi.

Subiectele de cercetare prezentate in aceasta teza de abilitare evidentiaza potentialul
instrumentelor biofizice de ultima generatie in abordarea unor teme biologice
fundamentale. Tehnologiile utilizate in aceste studii includ: instrumentatie pentru
structura primara (spectrometria de masa, electroforeza capilara), tehnici centrate pe
structura secundara (dicroismul circular, FTIR), tehnologii utilizate pentru a sonda
interactiunile si schimbarile conformationale (fluorescenta, calorimetria de titrare
izoterma, calorimetria de scanare diferentiald, interferometria biostrat, ELISA, EPR),
biologia structurala (HDX-MS, EPR, difractia cu raze X imunohistochimie), dar si
determinarea dimensiunii particulelor si a masei (DLS, SEC-MALS).
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