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Rezumat  

 

În această lucrare natura proteinelor și a peptidelor este abordată din punct de vedere 

teoretic în cadrul a două capitole. Primul capitol conține subiecte legate de structura secundară și 

de cea terțiară a proteinelor, luând în considerare proprietățile mecanice și structurale ale 

aminoacizilor. Mai precis, se referă la modul în care aminoacizii dictează/controlează construcția 

structurilor secundare și terțiare. În plus, prima parte cuprinde și o secțiune ce trece în revistă 

factorii structurali ce determină efectul anomeric, din perspectiva interacțiunilor necovalente ale 

oxigenului și sulfului din biomolecule. S-au utilizat o varietate de metode, pornind de la ab initio 

(incluzând post-HF) și DFT, și mergând până la mecanică moleculară. 

Al doilea capitol prezintă interacțiunile biomoleculelor cu liganzi, precum și interacțiuni 

proteină-proteină, în metaloproteine. Un interes aparte este acordat globinelor și ADN, fiind 

prezentate studii de docking proteină-ligand și proteină-proteină ce oferă o nouă perspectivă. 

Această lucrare dezvoltă și noi parametri de câmp de forțe pentru dinamica moleculară a 

unor metalo-enzime și medicamente. 

 

 

 

Cuvinte cheie: metaloproteine; dinamică moleculară; QM/MM; docking; hemoglobină; 

bleomicină; DFT; AMBER; câmpuri de forțe; hemeritrină; haptoglobină; structura proteinelor. 

  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Împachetarea proteinelor are la bază interacțiunile necovalente din cadrul lanțului 

polipeptidic, precum și alți factori externi.1,2 Printre factorii de mediu care influențează preferința 

pentru un aranjament anume, sunt cei care implică structuri non-aminoacidicee, cum ar fi 

solventul, liganzii organici, metale și alții.3 În cele mai multe cazuri, probabil în toate, aceste 

influențe sunt esențiale pentru funcționalitatea proteinei. 4 

În această teză sunt prezentate studii teoretice asupra interacțiunilor proteinelor, centrate 

pe importanța interacțiunilor slabe și necovalente ca pași pentru o mai bună înțelegere a rolului 

jucat de metale în biomolecule. Pentru aceasta s-au utilizat o serie întreagă de tehnici ilustrând 

complexitatea provocărilor impuse de astfel de sisteme, precum și capacitatea noastră de a le 

face față. Aceasta include utilizarea comparativă a mai multor câmpuri de forță pentru 

optimizarea geometriei, cât și pentru dinamica și pentru calcule de docking. Parametrizarea  

centrilor organici și anorganici a inclus ioni de cobalt și fier. Calculele de dinamică au fost 

realizate în mai multe regimuri, incluzând condiții de limită periodică (PBC). Au fost aplicate de 

asemenea metode semiempirice, teoria funcționalelor de densitate (DFT), Hartree-Fock, și 

procedee de analiză a funcției de undă precum NBO – atât pentru studiul stării fundamentale cât 

și al izomerilor și conformerilor. Au fost realizate de asemenea studii de dinamică ab initio. 

Capitolul 1 examinează modul în care interacțiunile slabe dirijează plierea în biomolecule 

și în special în proteine. Exemplele accentuează importanța interacțiunilor intra–aminoacid în 

împachetare, așa cum reiese din diagramele de tip Ramachandran obținute pe baza unor rezultate 

DFT. De asemenea o analiză detaliată a performanțelor metodelor computaționale (de la 

mecanică moleculară la semiempirice, DFT și Hartree-Fock) în descrierea precisă a unui model 

esențial de pliere biomoleculară - helixul peptidic alfa. Sunt prezentate aplicații ale metodelor 

celor mai performante în cazul altor modele canonice de pliere precum foaia β în fibroină, unde 

calcule semiempirice și DFT permit argumentarea alegerii unei anume structuri primare a acestei 

proteine. Secțiunea finală a capitolului 1 prezintă aplicații asupra unor zaharuri ilustrând astfel 

capacitatea acestor metode computaționale de a fi aplicate dincolo de cazul polipeptidelor. 

Capitolul 2 prezintă o serie de cazuri de interacțiuni ale proteinelor cu elemente externe. 

Acestea includ analiza teoretică a schimbărilor conformaționale ale haptoglobinei la 

interacțiunea cu hemoglobina (Hb), precum și modul în care hemoglobina și mioglobina 

interacționează cu molecule mici de antioxidanți. Această interacțiune este importantă nu doar ca 



 

 

și exemplu de interacțiune proteină-proteină relevantă din punct de vedere fiziologic, ci și pentru 

o mai bună înțelegere a modului în care speciile reactive (de exemplu gruparea heminică din 

hemoglobină, care se știe că este un generator de radicali) se comportă în corpul nostru. Sunt 

prezentate de asemenea studii de parametrizare și explorare a dinamicii hemeritrinei, o proteină 

non-heminică ce conține fier, recent propusă ca posibil înlocuitor al Hb în substitute de sânge 

datorită reactivității scăzute față de agenții de stres oxidativ. La finalul capitolului 2 este tratat un 

alt caz de interacțiune metal-biomoleculă asociată stresului oxidativ. Această ultimă parte nu este 

centrată pe metaloproteine ci pe interacțiunea ADN-metalopeptide – un subiect mult mai 

complex din punct de vedere metodologic. 

Calcularea conformațiilor moleculare favorabile nu este trivială, deoarece numărul 

atomilor din structurile proteice este adesea mai mare de 100 (și în acest context trebuie amintit 

paradoxul Levinthal). Aplicarea teoriilor de nivel înalt precum post-Hartree-Fock, sau chiar și 

Hartree-Fock însuși, poate fi destul de solicitantă din punct de vedere al resurselor 

computaționale necesare; această problemă poate fi eludată prin alegerea atentă a unor modele de 

dimensiune redusă - deși mai puțini atomi nu sunt neapărat garanția unei probleme mai simple. 

Cel mai adesea se încearcă un compromis între precizie și resurse, ceea ce deschide calea 

implementării unor teorii care rulează mai rapid precum metodele semiempirice și mecanica 

moleculară. 

O provocare obișnuită ce apare la calcularea plierilor biomoleculare este corecția 

contribuțiilor energetice datorate legăturilor de hidrogen3,5. Legăturile de hidrogen pot fi ușor 

subestimate din punct de vedere energetic și structural chiar și la nivel DFT - și asta deoarece 

solvatarea apoasă explicită este foarte scumpă din punctul de vedere al resurselor computaționale 

necesare pentru aceste tipuri de calcule. Prin urmare, prima aproximare necesară este folosirea de 

solvent implicit6, care în unele cazuri poate conduce la erori datorate absenței legăturilor de 

hidrogen distincte cu solventul – lipsă ce mai departe conduce la o atribuire incorectă a 

contribuțiilor energetice; vom prezenta o serie de astfel de rezultate7. 

Teoria Hartree-Fock nu este în general recomandată pentru calcule pe sisteme ce conțin 

mai mult de câțiva atomi (ex. 25), și prin urmare nu este cea mai bună metodologie pentru 

structuri proteice. Cu toate acestea Hartree-Fock s-a dovedit utilă pentru analiza interacțiunilor 

atomice precum în situsurile active ale unor enzime (pentru o sinteză pe această temă a se 

consulta referința 8). Metodologia DFT este probabil una dintre cele mai populare în ceea ce 



 

 

privește analiza interacțiunilor atomice din aminoacizi și s-a arătat că aceasta conduce la 

rezultate bune într-un timp relativ scurt. Merită aici menționată seria de funcționale M06 

dezvoltată de Truhlar (și variațiile ulterioare) ce includ parametri pentru metalele tranziționale, 

de o mare importanță în ceea ce privește studiul metalo-enzimelor8,9. Metodologiile semi-

empirice pot fi în principiu mai potrivite pentru structuri proteice deoarece conțin în ecuația 

Hartree-Fock parametri precalculați care accelerează remarcabil aceste calcule.7 

Cu toate acestea marea problemă în aplicarea metodelor computaționale în sisteme 

biologice rămâne cea legată de cerințele de timp și de putere de calcul, ca și de precizie (nivel de 

teorie). În momentul redactării acestei lucrări, teoria și hardware-ul au evoluat suficient de mult  

încât să fie posibil să se realizeze calcule cu o rezoluție de 1.0 Å pe structuri polipeptidice având 

sub 80 de aminoacizi10. Fără îndoială că într-un viitor previzibil vor fi posibile performanțe mai 

mari. 

 

 

Capitolul 1. Estimarea computațională a contribuțiilor interacțiunilor slabe/necovalente 

din structurile biomoleculelor 

 

1.1. Studiul computațional al elementelor de structură secundară a proteinlor: simulări 

Ramachandran 1  

Conformația de structură secundară a proteinelor este descrisă adesea ca o funcție a 

unghiurilor diedre exprimate prin perechi (φ, ψ) ce pot fi reprezentate prin diagrame grafice de 

tip Ramachandran ce permit o interpretare ușoară. Aceste grafice reprezintă zone interzise și 

permise1,2. Aproximativ 40% din toți aminoacizii din structură sunt conținuți în doar 2% din 

graficul Ramachandran – așa-numitele “zone permise” 3,4. Regiunile interzise sunt cele definite 

de o distanță de contact minimă între aminoacizii vecini (n+1) și (n - 1), ‘n’ fiind aminoacidul cu 

carbonul central α- de referință 5. Măsurarea schimbărilor energetice la rotația unghiurilor diedre 

ψ și φ în jurul carbonului α ajută la înțelegerea de o manieră cantitativă, a preferințelor 

conformaționale ale structurilor peptidice tridimensionale - permițând o serie de predicții 5-7. 

                                                
1  Din lucrarea: Carrascoza, Francisco; Zaric, Snezana; Silaghi-Dumitrescu, Radu. "Computational study of 

protein secondary structure elements: Ramachandran plots revisited". Journal of Molecular Graphics and Modelling, 

2014, 50, 125-133 



 

 

Preferința pentru un anume tip de structură secundară este dictată de interacțiunile interatomice – 

atât repulsive cât și atractive (în principal legături de hidrogen clasice și ne-clasice) 8.  

Pentru studiul nostru au fost construite 19 structuri analoage de (S) 2-acetamido-N-

metilpropanamidă, similare cu cei 19 aminoacizi cheie. Legăturile peptidice sunt capate cu 

grupări metil. Prolina nu a fost examinată, deoarece unghiurile sale diedre sunt constrânse 

datorită structurii sale moleculare interne. Suprafețele de energie potențială au fost apoi 

construite pentru unghiurile ψ și φ ale fiecărui model folosind metode DFT: M06-2x/6-311** 1 și 

PW91/6-311** în vid, după cum sunt implementate în programul Gaussian 09 2. Scanările s-au 

realizat în pași de câte 30 de grade, conducând la un total de 169 structuri ce pot fi privite ca o 

matrice de 13 x 13 molecule de la -180 grade, la +180 grade pentru ψ și -180 la +180 grade 

pentru φ.  

 

 

Figura 1.1.1. Structurile de 2-acetamido-N-metilpropanamidă examinate în acest studiu. Unghiurile φ și ψ 

sunt marcate cu săgeți albastre. O (n-1) se referă la oxigenul din poziția (n-1) unde (n-1) este aminoacidul anterior 

aminoacidului central (n). În mod similar H (n +1) se referă la hidrogenul din poziția (n +1) față de aminoacidul n. R 

este catena laterală a aminoacidului. 
 

A fost măsurat nivelul de similaritate dintre grafice (Tabelul 1.1.1) determinându-se că 

cele 19 structuri aminoacidice comune pot fi grupate în trei categorii pe baza similarității 

deviațiilor. Aceste categorii bazate pe modele de tip aminoacid în vid sunt aproape identice cu 

preferințele statistice raportate de Malkov care a examinat preferințele experimentale în structuri 

secundare de aminoacizi determinate prin difracție cu raze X și disponibile în Protein Data Bank. 

Tabelul 1.1.1 prezintă o comparație între graficele PES raportate aici și preferințele statistice 

raportate anterior de către Malkov și colaboratorii.  

 



 

 

 

Figura 1.1.2. Scanări PES PW91PW91/6-311+G** pentru fiecare model de aminoacid. 
 

S-au găsit bineînțeles și discordanțe între diagramele Ramachandran bazate pe date DFT 

și cele experimentale/statistice. Aceste diferențe sunt explicate prin considerente de chimie 

supramoleculară: unele regiuni care prezintă minime locale pentru modelele bazate pe un singur 

aminoacid nu sunt viabile la nivel supramolecular în sensul că interacțiunile cu alte lanțuri 

polipeptidice sau cu alți aminoacizi din același lanț polipeptidic sunt împiedicate. Aceste date 

sunt centrate pe proprietățile intrinseci al unui aminoacid, un element care după cunoștința 



 

 

noastră este de obicei ignorat, deoarece pentru îmbunătățirea similarității se apelează întotdeauna 

la modele mai mari de polipeptide reale din punct de vedere biologic.  

Tabelul 1.1.1. Deviațiile calculate pentru toate graficele de scanare PES. ATD = Deviația Totală Medie.  

Prima coloană indică Grupurile cărora aparțin respectivii aminoacizi. Numerele semnalează membrii aceluiași grup 

care au fost folosiți pentru calcularea mediei grupului.  

Grup 
Amino 

Acid 
ATD Grup 1 Grup 2 Grup 3 

  Gly 17.34 2.42 2.68 3.51 
  Ala 15.74 0.81 1.29 2.04 

  Gln 15.59 1.10 1.78 2.27 

  Lys 15.11 0.42 1.27 1.86 

1 Leu 15.08 0.46 1.40 1.95 

  Met 15.06 0.62 1.41 2.13 

  Arg 14.96 0.52 1.31 1.84 

  Ile 14.95 0.80 1.64 1.98 
  Val 14.88 0.85 1.70 2.03 

  Thr 14.78 2.47 2.13 2.79 

 Phe 14.75 1.49 1.05 1.19 

 2 Tyr 14.72 1.45 1.03 1.05 

  Ser 14.67 1.70 1.18 1.55 

  Trp 13.90 1.82 1.40 0.81 

  His 13.64 2.28 1.93 1.92 

 Asp 13.56 2.09 1.53 0.85 
 3 Glu 12.87 2.62 2.20 1.44 

  Cys 11.93 3.30 3.27 2.86 

  Asn 11.59 3.94 3.39 2.42 

 

Tabelul 1.1.2. Preferințele aminoacizilor pentru diferite tipuri de structură secundară, determinate pe baze 

statistice (Malkov et al., 3 coloana 2) și DFT (acest studiu). 
Amino 

acid 

Similaritatea 

de grup 

Statistica de 

grup 

Minime DFT 

favorizate  

DFT - al doilea clasat 

Ala 1 helix α 2.27-ribbon β-sheet 

Leu 1 helix α 2.27-ribbon β-parallel, bend 

Glu 3 helix α foaie β antiparalelă 2.27-ribbon 
Gln 1 helix α 2.27-ribbon foaie β antiparalelă 

Arg 1 helix α 2.27-ribbon foaie β curbată 

Met 1 helix α 2.27-ribbon foaie β curbată 

Lys 1 helix α 2.27-ribbon foaie β curbată 

Val 1 Strand foaie β antiparalelă, 

2.27-ribbon 

foaie β paralelă 

Ile 1 Strand foaie β antiparalelă, 

2.27-ribbon 

foaie β paralelă 

Tyr 2 Strand foaie β planară, 

Antiparallel 

foaie β paralelă, 

2.27-ribbon 

Phe 2 Strand foaie β planară, 
Antiparallel 

foaie β paralelă, 
2.27-ribbon 

Thr 2 Strand Bend type II 2.27-ribbon, 

310Turn I 

Trp 3 Strand floaie β planară, 

Antiparallel 

foaie β paralelă, 

2.27-ribbon 

Gly - Alta 2.27-ribbon foaie β curbată 

Asn 3 Alta foaie β planară 2.27-ribbon 

Pro N.A. Alta N.A. N.A. 



 

 

 

Cu toate acestea, pentru peptide mici, inclusiv chimie prebiotică, asemenea modele mici conțin 

informații ce nu pot fi obținute prin observații experimentale asupra unor proteine 

întregi/polipeptide. Prezentul studiu încearcă să aducă deci contribuții la cuantificarea relativă a 

efectelor intramoleculare din interiorul fiecărui aminoacid, prin contrast cu cele intermoleculare 

cu aminoacizii învecinați – dar și cu cele intramoleculare la nivel de structură primară. 

 

1.2. Modelarea structurilor de helix alfa 2 

În acest studiu sunt raportate rezultate de optimizare a geometriilor unor proteine mici și 

polipeptide. Aceste optimizări s-au realizat fie în vid fie cu ajutorul unui model de solvatare 

continuă CPCM implementat în programul Gaussian095, la nivele PM6-D2, HF/3-21G*, 

M062X/6-31G**, M062/6-311+G**, BP86/6-31G**. Calculele MM au fost făcute cu ajutorul 

câmpurilor de forțe AMBER și UFF după cum sunt implementate în Gaussian095 și Hyperchem 

6. Metoda semiempirică PM6-D2 folosită este cea implementată în programele Gaussian09 5 și 

MOPAC 7; s-a folosit de asemenea și implementarea PM3 din Hyperchem6. 

Pentru a determina precis performanțele metodelor computaționale, dar și pentru 

determina punctele forte dar și limitările fiecăreia în contextul chimiei supramoleculare a 

polipeptidelor, au fost examinate atât structuri de helix α bazate pe modele pur teoretice (Gly10, 

Gli50, Ile10, Ile50) cât și modele realistice (un fragment de helix α din calmodulină și mici proteine 

complete, având codurile PDB 3CLN 48 și respectiv 1ALG). S-a dovedit că PM6-D2 asigură 

descrierea geometrică cea mai precisă pentru modele de Gli și Ile, fiind urmată îndeaproape de 

metodologia M06-2X, în special când se include și solvatarea. Majoritatea celorlalte metode 

eșuează în a prezice un helix canonic acceptabil. Structurile de calmodulină și 1ALG sunt 

discutate mai jos ca și exemple reprezentative pentru rezultatele obținute. Pentru calmodulină în 

mod special, metoda AMBER nu modelează bine helixul alfa, ci conduce la un punct de 

deformare în mijlocul structurii (cf. Figura 1.2.1) și câteva distanțe inacceptabil de lungi (>3 Å) 

ce ar trebui să corespundă unor legături de hidrogen (aminoacizii 74-85). Și metodologia HF 

conduce la un helix deformat, care mai prezintă și inconvenientul de a avea carboxilatul C-

terminal eliminat sub formă de CO2 în timpul optimizării de geometrie. Metoda MOPAC PM6 

                                                
2 Din lucrarea: Lupan, Alexandru; Kun, Attila; Carrascoza, Francisco; Silaghi-Dumitrescu, Radu. 

Performance of computational methods for modeling α helical structures. Journal of Molecular Modeling 2013, 

19(1), 193-203. 



 

 

este singura care păstrează structura de helix α; totuși, în acest caz tendința de structură canonică 

este exagerată: chiar dacă în structura experimentală distanțele corespunzătoare unora din 

legăturile de hidrogen sunt de 3 Å, metoda PM6 plasează toate legăturile de hidrogen în 

intervalul ~1.9-2.0 Å. 

 

Figura 1.2.1. Reprezentarea grafică a geometriei buclei lungi din 3CLN optimizată cu diferite metode. 
 

Structura PDB 1ALG este o proteină compusă din 24 de aminoacizi, având o structură 

globală de helix α. Metodele care eșuează să modeleze structurile cu helix canonic al unor 

modele mici/simple discutate înainte (ex. implementările Gaussian ale PM6, sau HF/3-21G* în 

vid), reproduc destul de bine regularitatea structurii helicale a proteinei complete, cunoscute 

experimental, 1ALG. De fapt, chiar și acolo unde structura experimentală prezintă deviații de la 



 

 

helixul α, precum primele două legături de hidrogen care sunt mai lungi și ultima care este mai 

scurtă, metodele computaționale eșuează în a modela precis aceste deviații. 

 

Figura 1.2.3. Reprezentarea grafică a geometriei 1ALG optimizată cu diferite metode. 
 

1.3. Despre rolul alaninei și serinei din structura de foaie β a fibroinei 3 

În forma 'silk II', fibroina este formată aproape exclusiv din straturi de foi β, bogate în 

glicină, alanină, şi serină. Argumentul acestei compoziţii particulare s-a presupus a fi îndreptat în 

direcţia minimizării repulsiilor sterice; puţine dovezi numerice au fost aduse în favoarea acestui 

argument. Prin urmare, acest studiu intenţionează să ofere date computaţionale pe un set de 

modele care să contureze rolul pe care fiecare din cei trei aminoacizi (Gly, Ala, Ser) îl joacă în 

fibroină. Se raportează în prezenta teză rezultate computaţionale pe modele de fibroină la nivele 

de teorie semi–empiric PM6-D2 şi DFT M062X 13/6–31G** precum şi calcule MM/MD cu 

câmpuri de forţe AMBER realizate cu programul AMBERToolkit versiunea 14 15 care simulează 

condiţiile fiziologice prin intermediul unei cutii de apă. În cazul calculelor PM6, s-a utilizat un 

câmp electrostatic din cadrul programului MOPAC, în timp ce calculele DFT au fost realizate 

                                                
3 Din lucrarea: Carrascoza, Francisco; Lupan, Alexandru; Cosar, Ciprian; Kun, Attila; Silaghi-Dumitrescu, 

Radu. On the roles of the alanine and serine in the β-sheet structure of fibroin Biophysical Chemistry, 2015, 197, 10-

17; Cosar, Ciprian. Molecular modeling of fibroin (Master thesis), Babes-Bolyai University, Cluj-Napoca, 1-64 

(2012). 



 

 

atât în vid cât şi folosind un model de solvent CPCM, implementat în Gaussian09. Modelele 

folosite includ decapeptidele (Gly)10, (Gly–Ala)5 şi (Gly–Ser)5, precum şi ansambluri de 1, 2, 8, 

18-meri (Figura 1.3.1 şi 1.3.2) . 

 

N  Gly-Gly Gly-Ala Gly-Ser 
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Figura 1.3.1. Geometriile obţinute după optimizarea PM6. N = numărul de monomeri din model. 

 1*= monomer extras din centrul unui ansamblu 18-meric.  
 

 



 

 

 

Figura 1.3.2. Geometriile optimizate PM6 ale modelelor de fibroină. Stânga: Lungimile legăturilor de 

hidrogen, unghiurile şi energia de formare. Centru: vedere laterală. Dreapta: vedere de sus. A. (Gly10)18 antiparalel 
E. B. ((Gly–Ala)5)18 antiparalel E. C. ((Gly–Ser)5)18 antiparalel E. B. Stânga. Lungimile legăturilor de hidrogen 

dintr-un monomer luat din centrul structurii 18-merice. D. Dreapta: modelul tridimensional al ansamblurilor 

octadecamerice optimizate. Abrevieri: HB: energia medie a legăturilor de hidrogen. 
 



 

 

 

Figura 1.3.3. Decapeptidele Gly10, (Gly–Ala)5 şi (Gly–Ser)5 organizate în formă de foi β: geometriile 

înainte şi după optimizarea cu ajutorul metodelor DFT (M06–2x/6–31G**) şi PM6. Legăturile de hidrogen interne 

sunt indicate prin linii roşii. Pentru fiecare structură sunt indicate perspectivele de sus şi laterale. A. Gly10 -geometria 

de plecare. B. Gly10 optimizat PM6. C. Gly10 nepliat optimizat DFT. D. Gly10 pliat optimizat DFT. E. (Gly–Ala)5 

geometria de plecare. F. (Gly–Ala)5 optimizat PM6. G. (Gly–Ser)5 geometria iniţială. H. (Gly–Ser)5 optimizat PM6. 
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Figura 1.3.4. Structurile 18-merice după 5 nanosecunde de MM/MD. 
 

Energiile de stabilizare PM6 ale celor 18 decapeptide organizate pe straturi antiparalele E  

de foi β sugerează că în loc să stabilizeze structura de foaie β, alanina şi serina induc repulsii 

sterice (Figura 1.3.3). Pe de altă parte, catena laterală a alaninei rigidizează foaia, permiţându-i 

să-şi menţină structura pliată chiar şi în cazul unei singure foi β, evitând apariţia de conformaţii 

diferite care ar împiedica formarea unei structuri multistrat pliate. Aceste conformaţii alternative 

sunt foi complet planare, fiind mai puţin stabile comparativ cu foaia pliată şi conformaţia 

panglică 2.27. Rolul serinei este acela de a modula hidrofobicitatea, astfel încât peptida nou 

sintetizată să fie maleabilă după ieşirea din ribozom, pentru fi posibilă construcţia unui ansmablu 

supramolecular şi nu precipitarea datorită hidrofobicităţii. Importanţa înţelegerii rolului pe care 

fiecare aminoacid îl joacă în structura polimerică poate fi relevantă în domenii precum 

modelarea teoretică a peptidelor, designul de materiale, sau fabricarea de biopolimeri. 

 

1.4. O nouă componentă sterică în efectul anomeric 4 

Pentru explicarea efectul anomeric s-au propus diverse explicaţii – majoritatea bazate pe  

interacțiuni sterice, separarea de sarcină și hiperconjugare. Reîntorcându-ne la această temă prin 

intermediul metodelor computaționale aflăm că oxigenul piranoid nu este hibridizat sp3 iar ca 

urmare a acestei situaţii perechile de electroni neparticipanţi de la oxigen sunt în conformaţie 

eclipsată faţă de substituentul ecuatorial al atomului de carbon vecin. Acest conflict steric pare a 

fi una din cauzele importante ale efectului anomeric. Natura de hibridizare non-sp3 a atomului de 

oxigen nu este limitată la carbohidraţi fiind întâlnită în motivele structurale de bază (ex. apă, 

metanol, formaldehidă).  

                                                
4 Din lucrarea: Silaghi-Dumitrescu, Radu; Carrascoza Mayén, Juan Francisco. A twist in the anomeric effect. 

Studia Universitatis Babes-Bolyai Seria Chemia 2014, LIX(3), 95-101. 



 

 

 

Figura 1.4.1. Structurile de interes pentru acest studiu. X şi Y sunt de obicei atomi de oxigen, în care 

motivul structural este relevant pentru chimia carbohidraţilor. 
 

Geometriile acestor modele au fost optimizate cu funcţionala BP86 17,18, cu setul de bază 

6-31G** implementat în programul Spartan 19. Pentru calcule SCF, s-a folosit un grid fin iar 

criteriile de convergenţă setate au fost standard. Analiza NBO s-a făcut la nivel DFT BVP86 / 6-

31G** în vid folosind implementările din programul Gaussian09 2 şi aplicând criterii de 

convergenţă SCF standard. 

Orbitalii moleculari pentru izomerii axial şi ecuatorial ai tetrahidropiran-2-olului, unul 

din cei mai simpli compuşi ce prezintă efect anomeric, au fost calculaţi la nivel DFT. Se observă 

că una din perechile neparticpante ale oxigenului piranoid este perpendiculară pe planul C-O-C 

(în HOMO), în timp ce cealaltă pereche a aceluiaşi atom de oxigen este aflată în acest plan 

(HOMO-2 în izomerul ecuatorial, HOMO-1 în cel axial). Astfel, atomul de oxigen piranoid are 

doi orbitali p perpendiculari unul pe altul. 

Această situaţie contravine hibridizării sp3 invocate la discutarea efectului anomeric şi 

întâlnită la atomii de oxigen din chimia organică. Doi orbitali p perpendiculari unul pe altul într-

un atom neimplicat în legături multiple pot fi cel mai bine explicați ca ținând de un atom ne-

hibridizat. 

Această situaţie, cu un atom de oxigen nehibridizat, ridică o problemă conformaţională – 

substituenţii găsiţi în poziţii ecuatoriale la atomii de carbon legaţi direct la oxigenul piranoid se 

vor găsi conformaţie eclipsată cu una din perechile neparticipante ale atomului de oxigen, fiind 

astfel defavorizat energetic, cf. Figura 1.4.2. Această observaţie constituie o explicaţie plauzibilă 

pentru efectul anomeric. 



 

 

Conformaţia eclipsată indusă de absenţa hibridizării la atomul de oxigen anomeric este 

motivul principal al efectului anomeric. 

 

Figura 1.4.2. Stânga: Orbitalii de frontieră calculaţi pentru tetrahidropiran-2-ol, prezentând cele 2 perechi 

neparticipante ale atomoului de oxigen piranoid (fiecare lob este marcat cu un simbol *), cu un unghi între ei de 90º. 
Dreapta: Comparaţia efectelor sterice ale atomului de oxigen piranoid hibridizat sp3 vs ne-hibridizat din modelele 

studiate aici; sunt marcate perechile neparticipante de la oxigen. 
 

Informaţiile obţinute prin analiza orbitalilor de legătură naturali (NBO) arată că una din 

perechile neparticipante ale oxigenului de la conformerul ecuatorial are un caracter de 56.4% s şi 

43.6% p, în timp ce orbitalul celeilalte perechi neparticipante este 0.3% s şi 99.7% p, însemnând 

că doar una dintre ele nu este un hibrid (Tabelul 1.4.1). 

Aceste date constituie argumente pentru o descriere sp2 a oxigenului piranoid. Această 

descriere este în conformitate cu observaţiile referitoare la orientarea spaţială făcute pe modele 

de oxigen. 

 

Tabelul 1.4.1. Analiza NBO a oxigenului piranoid din conformerul ecuatorial. Sunt prezentate doar 

perechea neparticipantă  şi orbitalii Rydberg. 

 Conformerul ecuatorial  Conformerul axial  

OT Occ % Hibridizare Occ Coeficienţi/ Hibrizi 

LP(1) -1.97 s 56.42%   p 43.58%    -1.96 s  49.61%   p 50.39% 

LP(2) -1.93 s  0.36%    p 99.64%     -1.90 s    0.87%   p 99.13% 

RY*1 -5.97e-3 s 16.75%   p 83.25% -5.12e-3 s    1.26%   p 98.74% 

RY*2 -2.40e-3 s 22.45%   p 77.55% -2.23e-3 s    6.57%   p 93.43% 

RY*3 -6.80e-3 s 11.55%   p 88.45% -16.0e-3 s  44.75%   p 55.25% 

RY*4 - 4.70e-3 s 12.73%   p 87.27% - 1.0e-3 s  10.76%   p 89.24% 

Abrevieri. OT: Tip de orbital; Occ: Ocupare. LP: orbital neparticipant; RY*: orbital Rydberg. 
 



 

 

Capitolul 2. Studii computaționale asupra unor complecși bioanorganici: studii de caz 

asupra interacțiunilor dictate de către legăturile slabe/necovalente 

 

2.1. Dinamica metaloproteinelor. Parameterizare și considerații generale 

În această secţiune ne concentrăm asupra construcţiei parametrilor câmpului de forţe 

AMBER 20 necesari pentru studiul anumitor situsuri active conţinând metale tranziţionale, 

parametri ce vor fi utilizaţi în studiile următoare. 

Una din speciile pentru care am dezvoltat astfel de parametri este bleomicina un 

medicament anticancer ce secționează catena de ADN, prin intermediul unui centru metalic pe 

bază de fier sau cobalt, conform unui mecanism de reacţie încă incomplet elucidat. Este 

prezentată şi dezvoltarea de parametri pentru hemeritrină. Hemeritrina reprezintă o provocare 

datorită situsului activ cu proprietăţi paramagnetice ce conţine doi atomi de fier - ceea ce 

constituie un caz deosebit pentru calculele teoretice. Pentru gruparea heminică am completat 

parametrii de câmp de forţă cu proprii noştri parametri special dezvoltaţi pentru legăturile 

apropiate de atomul de fier. Aceste rezultate au fost apoi folosite la studii de dinamică a 

complexului haptoglobină-hemoglobină, docking, şi dinamică pe mioglobină şi hemoglobină.  

Pentru obţinerea acestor parametri, se selectează din baza de date cu proteine o structură 

de metalo-proteină. Optimizarea geometriei modelelor truncate s-a realizat la nivel de teorie 

MP2 25-27 cu setul de bază 6-311G** implementat în programul Gaussian 09 5. Acest model cu 

energia minimizată s-a folosit la calculele ulterioare.  

Sarcinile au fost obţinute prin metoda RESP 28. Pentru determinarea tipului de atom s-a 

folosit programul AntechAMBER. Modulul Leap inclus în AMBERTools s-a utilizat pentru 

obţinerea parametrilor lipsă din AMBER FF 99 SB; unii parametri au fost preluaţi din 

AMBER03 FF sau GAFF.  Lista parametrilor lipsă a fost apoi menţinută pentru etapa următoare. 

Au fost apoi atribuiţi prin analogie parametri van der Waals-Lennard Jones. Parametrii referitori 

la unghiuri şi legături au fost calculaţi folosind matricea Hessiană calculată la nivel DFT cu 

aceeaşi funcţională şi set de bază. Parametrii diedrici au fost determinaţi prin crearea unor 

grafice PES pentru fiecare unghi diedru şi optimizând din nou la nivel DFT conform 

metodologiei menţionate anterior.  

Valorile RMSE obţinute pentru bleomicină (Figura 2.1.1) sunt departe de parametrii 

torsionali acceptabili (Figura 2.1.2), pentru care o limită normală ar trebui să fie de sub 1 Å 



 

 

RMSE; cu toate acestea este posibil să observăm că setul de parametri poate determina corect 

conformaţiile de minim din datele QM – şi, cel mai important, combinaţia acestor parametri cu 

date QM a condus la rezultate QM/MM având valori RMSD foarte bune, de sub 0.5 Å. 

 

Figura 2.1.1. Structura bleomicinei (BLM). R = CH2S+(CH3)2 
 

 

 

Figura 2.1.2. Bleomicina. Validarea parametrilor diedrici pentru bleomicină, pentru menţinerea clarităţii 

sunt arătaţi doar 360 de conformeri. 
 



 

 

 
Figura 2.1.3. Modelele reduse ale situsului activ al Hr. Sus- Construcţia atomică. Jos- Sarcinile RESP per 

atom. 
 

Subcapitolele următoare vor ilustra aplicaţii ale acestor parametri la simulări MM 

relevante pentru mecanismele de acţiune al respectivelor proteine/peptide/ADN. 

 

2.2. Dinamica complecșilor hemoglobină-haptoglobină. Importanța stresului oxidativ  

Haptoglobina (Hp) este o proteină ce se va fixa la hemoglobină (Hb) atunci când Hb este 

eliberată în citoplasmă de către celula roşie din sânge (RBC). Interacţiunea Hp-Hb este 

importantă deoarece Hb are în situsul său activ gruparea heminică puternic reactivă ce conţine 

fier şi care este un potenţial generator de radicali liberi şi prin urmare trebuie să fie controlată 30. 



 

 

Un model teoretic al catenelor complexului de haptoglobină umană cu hemoglobină α şi 

β [Hp- αHb; βHb] a fost construit prin tehnici de homologie şi MD.  Catenele laterale iniţiale au 

fost preluate de la complexul corespunzător pentru porc, iar zonele lipsă au fost minimizate prin 

acelaşi protocol de mecanică moleculară descris mai sus. 

Secvenţa de plecare pentru studiul de homologie este >gi|386783|gb|AAA88080.1| 

haptoglobin [Homo sapiens]. Ca şi referinţă s-a folosit structura cu ID PDB 4F40. 

Calculele MM/MD au fost realizate folosind programul YASARA 32 cu câmpul de forţe 

AMBER 20 03FF şi PBC, în condiţii fiziologice într-o cutie cubică de apă ce a fost modelată la 5 

Å distanţă faţă de oricare atom din proteină. Sistemul a fost minimizat energetic, echilibrat la 

condiţii NVT şi NPT şi testat 5 ns în condiţii NPT, iar la final oprit şi minimizat din nou pentru a 

obţine conformaţia finală. 

Secvenţele Hp de Sus scrofa şi Homo sapiens Hp au o identitate de 74.11 %, conform 

determinării realizate cu programul UCSF Chimera 14 pe o secţiune truncată a proteinei. 

O forţă motrice cheie pentru studiul nostru, cât şi pentru alte experimente îl reprezintă 

atribuirea corectă a semnalelor radicalilor liberi din spectrele EPR ale hemoglobinei ce 

interacţionează cu peroxid atât in vitro cât şi in vivo.6 

Datele de accesibilitate la solvent (SAS) par să confirme Y145, Y35 şi Y24 ca şi locaţii 

probabile pentru radicalul Hb  – în acelaşi timp infirmând Y42, Y130 şi Y140 (cf. Tabelul 2.2.1). 

 

Tabelul 2.2.1 Contribuţia la Suprafaţa de Solvent Accesibilă (SAS) pentru tirozinele alese din subunităţile 

α şi β din hemoglobină. Numerele prezentate reprezintă contribuţiile la SAS totală în Å2. 
 

Structure Y42.α Y140.α Y35.β Y145.β Y130.β Y24.α 

Hb X-Ray 23 17 21 59 1 9 

Hb Ave 26 50 35 85 4 63 

Hp X-Ray complex 59 16 17 4 2 4 

Hp Ave complex 59 49 21 72 4 45 

 

Pentru Tyr42 legăturile de hidrogen asociate fenolului rămân în general neschimbate la 

legarea la Hp. Datele noastre reprezintă în cel mai bun caz o mică dovadă pentru interpretarea că 

Tyr42 este locaţia radicalului Hb şi Hb/Hp observat experimental. Nici unul din celelalte 

fragmente de Tyr nu a fost determinat ca fiind de interes pentru schimbări asociate legăturilor de 

hidrogen. 

Un alt argument este schimbarea unghiului diedru corespunzător planarităţii ciclului Tyr 

la trecerea de la tetramer Hb la complex Hp:Hb (Tabelul 2.2.2). Valorile de difracţie cu raze X şi  



 

 

MD θ par a fi în favoarea Tyr42. Totuşi, datele MD sugerează că şi Tyr35 este un bun candidat, 

şi ţinând cont de limitele metodei, Tyr145 şi Tyr140 nu pot fi excluse. În favoarea Tyr130 stau 

datele cristalografice nu însă şi calculele MD. Tyr42 este un candidat improbabil. 

 

Tabelul 2.2.2. Valorile unghiurilor diedre θ pentru tirozină (exprimate în grade). Sunt prezentate doar 

valorile cele mai mici ale celor două unghiuri complementare (complementul se obţine prin scădere din 120°). 
 

Element Y42 Y145 Y35 Y140 Y130.β Y24.α 

Hb X-Diff 47 10 35 37 46 11 

Hb ave 57 47 48 59 37 42 

Hp X-Diff 54 39 51 53 54 23 

Hp ave 47 30 45 46 7 3 

 

În concluzie, parametrii legaţi de hidrofobicitate confirmă Y145, Y35 şi Y24 ca locaţii 

probabile pentru radicalul Hb – şi improbabile Y42, Y130 şi Y140. Valorile θ par a favoriza 

Y42, datele de MD susținând şi Y35 iar într-o mai mică măsură Y145 şi Y140. Y130 şi Y24 apar 

ca fiind candidaţii cei mai puţin favorabili conform valorilor θ mai ales din perspectiva datelor 

MD. Per total Y35 şi Y145 par a fi candidaţii cu cele mai puţine argumente de nesatisfacere a 

celor două criterii (valori θ şi hidrofobicitate deduse din spectrele de rezonanță electronică de 

spin, RES, măsurate experimental pentru radicali liberi induși de către peroxid în hemoglobină și 

respectiv în complexul hemoglobină-haptoglobină. 

 

2.3. Dinamica hemeritrinei și a derivaților cu hemeritrină 

Hemeritrina (Hr) este o proteină homo-octamerică α-helicală cu un situs activ non-

heminic di-feric, fiind găsită în viermi marini și bacterii. A fost studiată ca posibilă alternativă la 

hemoglobină ca materie de plecare pentru obținerea de transportori de oxigen artificiali 

(“substitute de sânge”) atât în formă PEG-ilată sau în formă de glutaraldehidă polimerizată 33-35. 

Stabilitatea acestor materiale în condiții fiziologice relevante a fost puțin studiată până acum. 

Recent (1-oxil-2,2,5,5-tetrametilpirolin-3-methyl)metantiosulfonatul (MTSSL) a fost atașat la 

poziția C51 a fiecărui monomer al Hr pentru a analiza semnalele EPR ce pot oferi informații 

asupra stabilității structurii octamerice Hr 36. Aici prezentăm un studiu teoretic asupra 

comportamentului Hr marcate cu MTSSL.  

Simulările MM/MD au fost realizate folosind YASARA 32. Structurile Hr monomerice și 

octamerice au fost modelate folosind structura PDB ID 1I4Y 37 obținută prin difracție de raze X 

și raportată pe siteul Protein Data Bank 38; geometria a fost minimizată din punct de vedere 



 

 

energetic la nivelul de teorie semiempirică PM6. Fiecăruia dintre monomeri i-a fost atașat 

MTSSL în poziția Cys51 oţinându-se astfel la structurile prezentate în Figura 2.3.1. 

Fiecare sistem a fost solvatat cu apă în sistemul TIP3P 42 simulând condițiile fiziologice 

într-un cub cu latura de 10 Å. Fiecare sistem a fost supus unei minimizări, echilibrări în condiții 

NVT iar apoi NPT; sampling-ul a fost rulat cu un pas de 5 ns iar imaginile traiectoriei au fost 

salvate la fiecare 3 ps.  

 

Figura 2.3.1. Stânga- Monomerul Hr MTSSL (panglici portocalii cu marcajul MTSSL ca suprafață VDW 

portocalie) marcând la poziția C51 nteracțiunea cu monomerii vecini (panglici gri). Monomerii Hr (care nu sunt 

vecini și nu interacționează cu MTSSL) sunt reprezentați sub formă de panglici albe, pentru claritate. Dreapta- 

Monomerul Hr (panglici albe) marcajele MTSSL sunt în model stick, iar centrii metalici, Fe(Cl )-OH-Fe, sunt 

reprezentați în model 'ball-and-stick'. 

 

 

 

Figure 2.3.1. Left- Hr monomer-MTSSL (orange ribbons with MTSSL label in orange VDW surfaces) 

labeled at C51 position interacting with neighbor monomers (gray ribbons). Hr back monomers (not neighbors, not 

interacting with MTSSL label) are represented in withe ribbons for clarity. Right- Hr monomer (in white ribbons) 

MTSSL label in red ball and sticks, metallic center, Fe(Cl )-OH-Fe, represented in balls and sticks. 
 

Figura 2.3.2 arată că fragmentul de cisteină cu marcaj de spin se află suficient de aproape 

de interfața intermonomerică pentru a afecta interacțiunile monomer-monomer. Într-adevăr, 

distanța dintre atomii de carbon α a Cys51 marcată (Cyx51) dintr-o catenă și Asp23 a catenei 

vecine este în medie mai lungă cu 5 Å în structura cu marcaj de spin – o creștere suficientă 

pentru a împiedica forțele intermoleculare tipice (legături de hidrogen și interacțiuni 



 

 

hidrofobice). Această diferență la structurile cu geometrie optimizată se menține pe parcursul 

celor 5 nanosecunde de simulare MD – deși cu o ușoară scădere în timp. 

 
Figura 2.3.2. Distanța dintre doi monomeri în octamerul Hr; sunt prezentate Hr nativă și marcată MTSSL. 

Distanța este măsurată între lanțurile A și B CYX50 Cα și Asp23 Cα, în modelul Hr octameric. Liniile 

neagră/albastră prezintă datele și trendul modelului Hr octameric de referință. Liniile maro/roșu prezintă datele și 
trendul modelului Hr octameric marcat MTSSL. 

 

Datele oferă sprijin pentru interpretarea experimentelor în care Hr este un templat sau 

materie de pornire pentru substitute de sânge – și deci în formă multimerică și derivatizată 

chimic cu polietilen glicoli, marcaje de spin și/sau alti reactivi. S-a demonstrat aici că 

derivatizarea cu marcaj de spin a poziției Cys51 nativă din Hr destabilizează structura octamerică 

pentru a conduce la o ușoară creștere a accesibilității solventului la centru diferic. Consecințele 

derivatizării chimice vor constitui dezavantaje funcționale pentru o proteină transportoare de 

oxigen. Aceasta impune o serie limitări în ceea ce privește relevanța studiilor RES de marcaj de 

spin cu Hr, și sugerează de asemenea necesitatea unei investigări atente a efectelor procedeelor 

de PEGilare în contextul candidaților pentru substitute de sânge. 

 

2.4. Legarea antioxidanților la hemoglobină și mioglobină 

În ciuda similarității structurale limitate, ascorbatul și uratul, antioxidanții principali din 

plasmă, prezintă ambii valori Km ridicate pentru Hb. Ne putem gândi la o varietate de compuși 

cu potențială acțiune biologică care la rândul lor ar putea prezenta afinități cinetice ridicate și 

dacă în cazul lor ar putea fi detectabili complecși stabili cu Hb. 

Datele noastre, nepublicate încă, privitoare la activitatea peroxidazică a Hb și a 

mioglobinei (Mb) față de acidul galic, rutin, acidul cafeic, și 3-hidroxiflavonă, urmărită în paralel 

cu ascorbat şi urat, conduc la valori Km foarte scăzute deși sunt implicate substanțe fără 



 

 

importanță fiziologică evidentă. Spectrele 1H și 13C-RMN relevă o interacțiune multisitus 

selectivă, între Hb și moleculele de antioxidant.  

Calculele de docking globină-ascorbat prezentate în acest capitol confirmă într-adevăr 

interacțiunile multisitus, unele cu afinitate de nivel micromolar. 

S-au folosit structurile cu codurile PDB ID 2DXM 46 și 1MBO 47. Fiecare sistem a fost 

supus unei minimizări de energie MM/MD 'steepest descent' folosind AMBER 48 și câmpul de 

forțe 99SB. 

Apoi s-a utilizat programul AutoDock Tools 44 pentru studierea rotațiilor și sarcini 

Gasteiger45 atribuite fiecărui ligand, și grupării heminice, ce au fost obținute prin calcule la nivel 

DFT B3LYP/6-311G** și apoi fitate manual cu ajutorul programului Resp implementat în 

pachetul AMBERToolkit. 

Toate calculele de docking prezentate aici au fost realizate cu programele Autodock4 și 

Autogrid4 49. Docking-ul generalizat s-a făcut cu un grid pe toată proteina. 

Pentru început s-a facut un calcul de docking ce lua în considerare întreaga proteină iar 

după identificarea celor mai bune poziții de docking cele mai bune 3 au fost rafinate printr-un 

docking localizat folosind un algoritm GA. 

Galatul și cafeatul au fost identificați în mod surprinzător ca având afinități mai ridicate 

pentru Hb comparativ cu doi antioxidanți endogeni din sânge precum ascorbatul și uratul (cf. 

Tabelul 2.4.1); cu toate acestea ordinea determinată este identică cu cea experimentală. 

 

Tabelul 2.4.1. Afinitățile Mb și Hb pentru cafeat, galat, urat și ascorbat. 
Afinitate pentru: Trend 

Mb Cafeat > galat >urat>ascorbat 

Hb Galat>cafeat>ascorbat>urat 

Hb experimental Acid galic > acid cafeic >ascorbat>urat 

 

Aminoacizii implicați în definirea situsurilor de legare a ascorbatului la Hb includ Tyr42 

ca fiind poziția de docking cea mai bună. De fapt, această tirozină este unica prezentă în toate 

cele trei situsuri de legare din Hb, ceonform acestor calcule (Figura 2.4.1 și Tabelul 2.4.2) 

Situsurile de legare ale cafeatului în Hb implică dintre toate tirozinele posibile doar 

Tyr145, care a fost considerată importantă în ceea ce privește reactivitatea redox relevantă din 

punct de vedere biologic a Hb. Datele noastre din Capitolul 2.2. cu privire la localizarea unui 

radical tirozil detectat experimental în Hb, sugerează atât Tyr145 cât și Tyr35 ca fiind locațiile 



 

 

cele mai probabile ale radicalului tirozinic indus de peroxid (pe baza datelor spectrale RES), și 

posibil implicit și ale situsului de legare a unor antioxidanți capabili să reducă eficient acel 

radical. (cf. Figura 2.4.1, Tabelul 2.4.2). 

Ca și în cazul ascorbatului, galatul și uratul au de asemenea Tyr42 prezentă într-unul 

dintre cele mai eficiente trei situsuri de legare.  

 

 
 

Figura 2.4.1. Pozițiile de legare cu afinitatea cea mai mare pentru toți cei 4 liganzi. Mioglobina și 

hemoglobina sunt reprezentate ca panglici albe, iar gruparea heminică în mod sticks. Liganzii sunt în reprezentare de 

tip suprfață Van der Waals: Ascorbatul, portocaliu. Cafeatul, galben, Galatul albastru iar Uratul, verde. 

 

Tabelul 2.4.2. Rezultatele de  docking în situs: Cele mai bune 3 poziții sunt evaluate pe baza energiei de 

legare (kcal/mol) și a constantei de inhibiție (mM). 
 

Mioglobină * Conformații 

Ascorbat 1 2 3 
Energie de legare -8.3 -7.9 -6.3 

Constantă de legare  0.79 2.1 22 

Cafeat    
Energie de legare  -10.8 -10.3 -9.2 

Constantă de legare 0.01 0.03 0.19 

Galat    

Energie de legare  -10.6 -8.8 -7.5 
Constantă de legare 0.016 0.37 3.1 

Urat    

Energie de legare  -9.1 -8.2 -6.5 
Constantă de legare 0.23 0.99 17 

 



 

 

Hemoglobină *Conformații 

Ascorbat 1 2 3 
Energie de legare  -8.6 -6.6 -3.2 

Constantă de legare 0.54 14 2000 

Cafeat    

Energie de legare  -10.9 -10.4 -6.9 
Constantă de legare 0.01 0.03 8.4 

Galat    

Energie de legare  -11.4 -10.1 -9.0 
Constantă de legare 0.004 0.420 0.24 

Urat    

Energie de legare  -7.9 -7.8 -7.1 
Constantă de legare 1.8 1.9 6.4 

 

Unele dintre aceste situsuri de legare sunt conforme cu unele propuneri anterioare bazate 

pe experimente, prin implicarea unor resturi de tirozină în căi de transport de electroni către sau 

dinspre situsul heminic. În ciuda datelor experimentale ce sugerează modalități de legare similare 

pentru toate moleculele mici de antioxidanți (afinitate ridicată, situsuri de legare multiple), sunt 

relevate diferențe clare între antioxidanții studiați aici prin calcule de docking atât în ceea ce 

privește locația situsurilor cât și în termeni de energie de interacțiune. S-au găsit dovezi 

privitoare la implicarea Tyr42 în legarea la Hb a trei dintre cele patru substraturi studiate 

(ascorbatul și uratul, ca substraturi relevante din sânge, sunt incluse pe această listă), dar de 

asemenea Tyr145 (cu urat și cafeat) și Tyr35 (cu galat). 

 

2.5. Interacțiuni ADN - ligand. Bleomicina. 

Bleomicina (BLM, Figura 2.1.2) este un medicament antitumoral cu utilizare clinică. Cu 

toate acestea mecanismul de reacție prin care catena dublă de ADN este scindată generând doi 

produși de oxidare 1-3, nu este înțeles complet fiind în continuare subiect de dezbatere (2.5.1). 

Starea cheie a BLM este complexul feric-hidroperoxo, notat în mod comun ca ABLM 

(bleomicina activată). Asupra structurii acestuia s-a concentrat studiul de față – examinând 

comparativ structuri înrudite de cobalt, și două stări diferite de oxidare ale metalului.  

 



 

 

 
Figura 2.5.1. Teorii despre mecanismul de reacție dintre ABLM și citosina C4’. 

 

Toate calculele MM/MD raportate aici asupra BLM s-au realizat simulând condiții fiziologice 

într-o cutie de apă cubică de 10 Å față de proteină și implementând câmpul de forțe AMBER 48 

03, dar și calcule YASARA folosind ABLM cu Fe(III) și Co(III), și calcule folosind GROMACS 

53 realizate pe BLM cu Fe(II), Fe(III), Co(II) și Co(III), și calcule semi-empirice/MM/MD doar 

pentru Fe(III)-BLM. Parametrii pentru ABLM au fost obținuți conform descrierii din Secțiunea 

2.1 iar nivelele de teorie PM6 11 și AMBER 48 03 FF au fost cele implementate în AMBERTools 

versiunea 14 48. Atomii definiți pentru regiunea semi-empirică în calculul QM/MM sunt descriși 

în Figura 2.5.2; sarcina fierului a fost setată în acest caz la 3+. Restul atomilor au fost tratați la 

nivel clasic MM/MD.  

 

Figura 2.5.2. Modelul complexului Bleomicină-DNA folosit pentru definirea regiunii QM pentru calculele 

QM/MM. Sunt prezentați doar atomii de hidrogen relevanți. Figura a fost obținută cu programul VMD58. 
 



 

 

Rezultatele obținute aici sugerează la prima vedere, în concordanță cu anterioare date 

experimentale și teoretice, că majoritatea structurilor nu permit o bună accesibilitate a 

solventului la fragmentul peroxidic. Totuși, datele GROMACS și QM/MM (nu însă și 

YASARA) indică de asemenea că situsul peroxidic se deschide tranzitoriu expunând o suprafață 

de la 3.5 Å2 până la 21 Å2 a fragmentului peroxidic (valorile exacte variază în funcție de 

metodologie, metal și starea de oxidare). Pentru Fe(III) ABLM, care este cazul cel mai relevant, 

GROMACS determină o suprafață de ~6 Å2 (Tabelul 2.5.1). Figura 2.5.3 ne oferă o ilustrare 

grafică a acestui din urmă caz. 

Oxigenul distal al fragmentului metal-peroxo este localizat majoritatea timpului într-un 

interval de 2.5 până la 5 Å de cel mai apropiat atom de hidrogen din ADN. Distanțele NMR-

medii ale structurilor cu Co sunt în zona de valori mici a acestui interval, sugerând contacte 

apropiate. Calculele noastre QM nepublicate, cât și cele raportate anterior21,22 sugerează că la 

asemenea distanțe mici clivajul facil al legăturii O-OH este de neevitat, fiind urmat de inserția 

grupării OH peroxidic în riboză. 

 

Tabelul 2.5.1. SAS per atom de-a lungul traiectoriei. Toate valorile sunt prezentate în Å2. 

Program ABLM Atom 
Suprafața 

Medie  

Deviația 

Standard 

SAS 

Maxim 

GROMACS Co(II) Op 0.00 0.00 0.00 

  Od 0.01 0.07 1.00 

 Co(III) Op 0.00 0.00 0.00 

  Od 0.00 0.02 0.33 

 Fe(II) Op 1.85 0.31 0.33 

  Od 2.52 0.40 0.33 

 Fe(III) Op 1.81 0.31 0.00 
  Od 2.55 0.41 0.33 

YASARA Co(III) Op 0.00 0.00 0.00 

  Od 0.00 0.00 0.00 

 Fe(III) Op 0.00 0.00 0.00 

  Od 0.00 0.00 0.00 

AMBERTool

s 
Fe(III) Op 0.00* 0.85 0.00* 

  Od 0.00* 1.60 3.48 

* Valorile calculate sunt negative. Valoarea prezentată este calitativă. 
 



 

 

 

Figura 2.5.3. Comparația rezultatelor obținute folosind diverse programe de dinamică moleculară clasică.  

Etichetele sunt următoarele: Prima literă: Y = YASARA, G= GROMACS, NMR= MD cu constrângeri NMR 

conform Stubbe et. al. 59 (deviația standard +/-0.003 Å). QMMM= calcule de dinamică QM/MM rulate cu 

AMBERTools. Stările de oxidare ale metalului sunt indicate pe axa x. 
 

 

 

Figura 2.5.4. Ilustrarea contactelor peroxid-solvent în timpul simulărilor de dinamică moleculară ABLM-

DNA pentru sisteme Fe(III) și Fe(II) în GROMACS. Sus: Reprezentare stick (distanțele peroxid-apă și oxigen-

oxigen sunt marcate în verde; Fe(III) în stânga iar Fe(II) în dreapta); jos: reprezentare space-fill cu (în dreapta) și 

fără (stânga) prezentarea solventului. Culorile: apa de solvatare – galben; peroxidul– verde; celelalte – CPK 

standard. 
 



 

 

Figura 2.5.4 ilustrează că moleculele de apă moleculele de apă, conform calculelor de 

dinamică moleculară, intră tranzitoriu în contact direct cu ligandul hidroperoxo. Dacă aceste date 

sunt corecte, atunci imaginea de ansamblu desprinsă în urma acestor calcule asupra interacțiunii 

ABLM-DNA este cea în care legătura oxigen-oxigen este inițial scindată pentru a genera un 

intermediar de valență ridicată iar acesta ulterior va oxida deoxiriboza. Că acest fapt se întâmplă 

direct sau prin intermediul unor radicali hidroxil proveniți de la solvent și generați în situsul activ 

prin homoliza FeO-OH, rămâne a fi studiat prin intermediul unor calcule QM/MM bazate pe 

DFT. 
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