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Rezumat

In aceasta lucrare natura proteinelor si a peptidelor este abordati din punct de vedere
teoretic in cadrul a douad capitole. Primul capitol contine subiecte legate de structura secundara si
de cea tertiard a proteinelor, ludnd in considerare proprietdtile mecanice si structurale ale
aminoacizilor. Mai precis, se referd la modul in care aminoacizii dicteaza/controleaza constructia
structurilor secundare si tertiare. In plus, prima parte cuprinde si o sectiune ce trece in revista
factorii structurali ce determind efectul anomeric, din perspectiva interactiunilor necovalente ale
oxigenului si sulfului din biomolecule. S-au utilizat o varietate de metode, pornind de la ab initio
(incluzénd post-HF) si DFT, si mergand pana la mecanica moleculara.

Al doilea capitol prezinta interactiunile biomoleculelor cu liganzi, precum si interactiuni
proteina-proteind, in metaloproteine. Un interes aparte este acordat globinelor si ADN, fiind
prezentate studii de docking proteind-ligand si proteind-proteind ce ofera o noua perspectiva.

Aceastd lucrare dezvoltd si noi parametri de camp de forte pentru dinamica moleculard a

unor metalo-enzime si medicamente.

Cuvinte cheie: metaloproteine; dinamica moleculara; QM/MM; docking; hemoglobina;

bleomicind; DFT; AMBER; cAmpuri de forte; hemeritrind; haptoglobind; structura proteinelor.



Impachetarea proteinelor are la bazi interactiunile necovalente din cadrul lantului
polipeptidic, precum si alti factori externi.’? Printre factorii de mediu care influenteazi preferinta
pentru un aranjament anume, sunt cei care implica structuri non-aminoacidicee, cum ar fi
solventul, liganzii organici, metale si altii.®> Tn cele mai multe cazuri, probabil in toate, aceste
influente sunt esentiale pentru functionalitatea proteinei. *

In aceasta teza sunt prezentate studii teoretice asupra interactiunilor proteinelor, centrate
pe importanta interactiunilor slabe si necovalente ca pasi pentru o mai buna intelegere a rolului
jucat de metale Tn biomolecule. Pentru aceasta s-au utilizat o serie intreaga de tehnici ilustrand
complexitatea provocdrilor impuse de astfel de sisteme, precum si capacitatea noastrd de a le
face fata. Aceasta include utilizarea comparativdi a mai multor cdmpuri de fortd pentru
optimizarea geometriei, cat si pentru dinamica si pentru calcule de docking. Parametrizarea
centrilor organici si anorganici a inclus ioni de cobalt si fier. Calculele de dinamica au fost
realizate in mai multe regimuri, incluzind conditii de limita periodica (PBC). Au fost aplicate de
asemenea metode semiempirice, teoria functionalelor de densitate (DFT), Hartree-Fock, si
procedee de analizd a functiei de unda precum NBO — atét pentru studiul starii fundamentale cat
si al izomerilor si conformerilor. Au fost realizate de asemenea studii de dinamica ab initio.

Capitolul 1 examineaza modul in care interactiunile slabe dirijeaza plierea in biomolecule
si in special in proteine. Exemplele accentueaza importanta interactiunilor intra—aminoacid in
impachetare, asa cum reiese din diagramele de tip Ramachandran obtinute pe baza unor rezultate
DFT. De asemenea o analizd detaliatd a performantelor metodelor computationale (de la
mecanica moleculara la semiempirice, DFT si Hartree-Fock) in descrierea precisa a unui model
esential de pliere biomoleculard - helixul peptidic alfa. Sunt prezentate aplicatii ale metodelor
celor mai performante in cazul altor modele canonice de pliere precum foaia B in fibroina, unde
calcule semiempirice si DFT permit argumentarea alegerii unei anume structuri primare a acestei
proteine. Sectiunea finald a capitolului 1 prezintd aplicatii asupra unor zaharuri ilustrand astfel
capacitatea acestor metode computationale de a fi aplicate dincolo de cazul polipeptidelor.

Capitolul 2 prezinta o serie de cazuri de interactiuni ale proteinelor cu elemente externe.
Acestea includ analiza teoretica a schimbdrilor conformationale ale haptoglobinei la
interactiunea cu hemoglobina (Hb), precum si modul in care hemoglobina si mioglobina

interactioneaza cu molecule mici de antioxidanti. Aceastd interactiune este importanta nu doar ca



si exemplu de interactiune proteind-proteina relevanta din punct de vedere fiziologic, ci si pentru
o mai bund intelegere a modului in care speciile reactive (de exemplu gruparea heminicd din
hemoglobina, care se stie ca este un generator de radicali) se comporta in corpul nostru. Sunt
prezentate de asemenea studii de parametrizare si explorare a dinamicii hemeritrinei, o proteina
non-heminica ce contine fier, recent propusa ca posibil inlocuitor al Hb in substitute de sange
datorita reactivitatii scazute fata de agentii de stres oxidativ. La finalul capitolului 2 este tratat un
alt caz de interactiune metal-biomolecula asociata stresului oxidativ. Aceasta ultima parte nu este
centratd pe metaloproteine ci pe interactiuneca ADN-metalopeptide — un subiect mult mai
complex din punct de vedere metodologic.

Calcularea conformatiilor moleculare favorabile nu este triviald, deoarece numdrul
atomilor din structurile proteice este adesea mai mare de 100 (si in acest context trebuie amintit
paradoxul Levinthal). Aplicarea teoriilor de nivel inalt precum post-Hartree-Fock, sau chiar si
Hartree-Fock insusi, poate fi destul de solicitantd din punct de vedere al resurselor
computationale necesare; aceastd problema poate fi eludatd prin alegerea atenta a unor modele de
dimensiune redusd - desi mai putini atomi nu sunt neapdrat garantia unei probleme mai simple.
Cel mai adesea se incearca un compromis intre precizie si resurse, ceea ce deschide calea
implementarii unor teorii care ruleazd mai rapid precum metodele semiempirice si mecanica
moleculara.

O provocare obisnuitd ce apare la calcularea plierilor biomoleculare este corectia
contributiilor energetice datorate legiturilor de hidrogen®°. Legiturile de hidrogen pot fi usor
subestimate din punct de vedere energetic si structural chiar si la nivel DFT - si asta deoarece
solvatarea apoasa explicita este foarte scumpa din punctul de vedere al resurselor computationale
necesare pentru aceste tipuri de calcule. Prin urmare, prima aproximare necesara este folosirea de
solvent implicit®, care in unele cazuri poate conduce la erori datorate absentei legiturilor de
hidrogen distincte cu solventul — lipsa ce mai departe conduce la o atribuire incorecta a
contributiilor energetice; vom prezenta o serie de astfel de rezultate’.

Teoria Hartree-Fock nu este in general recomandata pentru calcule pe sisteme ce contin
mai mult de cativa atomi (ex. 25), si prin urmare nu este cea mai bund metodologie pentru
structuri proteice. Cu toate acestea Hartree-Fock s-a dovedit utila pentru analiza interactiunilor
atomice precum in situsurile active ale unor enzime (pentru o sintezd pe aceasta tema a Se

consulta referinta 8). Metodologia DFT este probabil una dintre cele mai populare in ceea ce



priveste analiza interactiunilor atomice din aminoacizi si s-a ardtat cd aceasta conduce la
rezultate bune intr-un timp relativ scurt. Merita aici mentionata seria de functionale M06
dezvoltata de Truhlar (si variatiile ulterioare) ce includ parametri pentru metalele tranzitionale,
de o mare importanti in ceea ce priveste studiul metalo-enzimelor®®. Metodologiile semi-
empirice pot fi in principiu mai potrivite pentru structuri proteice deoarece contin in ecuatia
Hartree-Fock parametri precalculati care accelereazi remarcabil aceste calcule.’

Cu toate acestea marea problemd in aplicarea metodelor computationale in sisteme
biologice raméne cea legatd de cerintele de timp si de putere de calcul, ca si de precizie (nivel de
teorie). In momentul redactirii acestei lucriri, teoria si hardware-ul au evoluat suficient de mult
incat si fie posibil sd se realizeze calcule cu o rezolutie de 1.0 A pe structuri polipeptidice avand
sub 80 de aminoacizi®. Fira indoiald ci intr-un viitor previzibil vor fi posibile performante mai

mari.

Capitolul 1. Estimarea computationala a contributiilor interactiunilor slabe/necovalente

din structurile biomoleculelor

1.1. Studiul computational al elementelor de structuri secundara a proteinlor: simuléri
Ramachandran *

Conformatia de structura secundard a proteinelor este descrisd adesea ca o functie a
unghiurilor diedre exprimate prin perechi (¢, y) ce pot fi reprezentate prin diagrame grafice de
tip Ramachandran ce permit o interpretare usoara. Aceste grafice reprezintad zone interzise si
permise?. Aproximativ 40% din toti aminoacizii din structurd sunt continuti in doar 2% din
graficul Ramachandran — asa-numitele “zone permise” 4. Regiunile interzise sunt cele definite
de o distantd de contact minima intre aminoacizii vecini (n+1) si (n - 1), ‘n’ fiind aminoacidul cu
carbonul central a- de referintd °. Misurarea schimbdrilor energetice la rotatia unghiurilor diedre
v si ¢ In jurul carbonului o ajutd la intelegerea de o maniera cantitativd, a preferintelor

conformationale ale structurilor peptidice tridimensionale - permitdnd o serie de predictii °”.

! 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



Preferinta pentru un anume tip de structura secundara este dictatd de interactiunile interatomice —
atat repulsive cat si atractive (in principal legituri de hidrogen clasice si ne-clasice) 8.

Pentru studiul nostru au fost construite 19 structuri analoage de (S) 2-acetamido-N-
metilpropanamida, similare cu cei 19 aminoacizi cheie. Legaturile peptidice sunt capate cu
grupari metil. Prolina nu a fost examinatd, deoarece unghiurile sale diedre sunt constranse
datoritd structurii sale moleculare interne. Suprafetele de energie potentiald au fost apoi
construite pentru unghiurile y si ¢ ale fiecirui model folosind metode DFT: M06-2x/6-311** * si
PW91/6-311** in vid, dupd cum sunt implementate in programul Gaussian 09 2. Scanirile s-au
realizat in pasi de cate 30 de grade, conducind 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 y si -180 la +180 grade
pentru o.

Iz

Figura 1.1.1. Structurile de 2-acetamido-N-metilpropanamida examinate in acest studiu. Unghiurile ¢ si v
sunt marcate cu sageti albastre. O (n-1) se refera la oxigenul din pozitia (n-1) unde (n-1) este aminoacidul anterior
aminoacidului central (n). in mod similar H (n +1) se refera la hidrogenul din pozitia (n +1) fatd de aminoacidul n. R
este catena laterala a aminoacidului.

A fost masurat nivelul de similaritate dintre grafice (Tabelul 1.1.1) determinéndu-se ca
cele 19 structuri aminoacidice comune pot fi grupate in trei categorii pe baza similaritatii
deviatiilor. Aceste categorii bazate pe modele de tip aminoacid in vid sunt aproape identice cu
preferintele statistice raportate de Malkov care a examinat preferintele experimentale in structuri
secundare de aminoacizi determinate prin difractie cu raze X si disponibile in Protein Data Bank.
Tabelul 1.1.1 prezintd o comparatie intre graficele PES raportate aici si preferintele statistice

raportate anterior de catre Malkov si colaboratorii.



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

S-au gasit bineinteles si discordante intre diagramele Ramachandran bazate pe date DFT
si cele experimentale/statistice. Aceste diferente sunt explicate prin considerente de chimie
supramoleculara: unele regiuni care prezintd minime locale pentru modelele bazate pe un singur
aminoacid nu sunt viabile la nivel supramolecular in sensul cd interactiunile cu alte lanturi
polipeptidice sau cu alti aminoacizi din acelasi lant polipeptidic sunt impiedicate. Aceste date

sunt centrate pe proprietdtile intrinseci al unui aminoacid, un element care dupd cunostinta



noastra este de obicei ignorat, deoarece pentru imbunatatirea similaritatii se apeleazd intotdeauna

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

Tabelul 1.1.1. Deviatiile calculate pentru toate graficele de scanare PES. ATD = Deviatia Totala Medie.
Prima coloand indica Grupurile cérora apartin respectivii aminoacizi. Numerele semnaleaza membrii aceluiasi grup
care au fost folositi pentru calcularea mediei grupului.

Grup Aprgligo 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
lle 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. Preferintele aminoacizilor pentru diferite tipuri de structurd secundara, determinate pe baze
statistice (Malkov et al., 3 coloana 2) si DFT (acest studiu).

Amino Similaritatea  Statisticade ~ Minime DFT DFT - al doilea clasat

acid de grup grup favorizate

Ala 1 helix a 2.27-ribbon [-sheet

Leu 1 helix a 2.27-ribbon B-parallel, bend

Glu 3 helix a foaie B antiparalela 2.27-ribbon

Gin 1 helix a 2.27-ribbon foaie B antiparalela

Arg 1 helix a 2.27-ribbon foaie B curbata

Met 1 helix a 2.27-ribbon foaie B curbata

Lys 1 helix a 2.27-ribbon foaie B curbata

Val 1 Strand foaie B antiparalela, foaie B paralela
2.27-ribbon

lle 1 Strand foaie B antiparalela, foaie B paralela
2.27-ribbon

Tyr 2 Strand foaie B planara, foaie B paralela,
Antiparallel 2.27-ribbon

Phe 2 Strand foaie B planara, foaie B paralela,
Antiparallel 2.27-ribbon

Thr 2 Strand Bend type Il 2.27-ribbon,

310Turn |

Trp 3 Strand floaie P planara, foaie B paralela,
Antiparallel 2.27-ribbon

Gly - Alta 2.27-ribbon foaie B curbata

Asn 3 Alta foaie B planara 2.27-ribbon

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




Cu toate acestea, pentru peptide mici, inclusiv chimie prebiotica, asemenea modele mici contin
informatii ce nu pot fi obtinute prin observatii experimentale asupra unor proteine
intregi/polipeptide. Prezentul studiu incearca sa aduca deci contributii la cuantificarea relativa a
efectelor intramoleculare din interiorul fiecarui aminoacid, prin contrast cu cele intermoleculare

cu aminoacizii invecinati — dar si cu cele intramoleculare la nivel de structura primara.

1.2. Modelarea structurilor de helix alfa 2

In acest studiu sunt raportate rezultate de optimizare a geometriilor unor proteine mici si
polipeptide. Aceste optimizari s-au realizat fie in vid fie cu ajutorul unui model de solvatare
continui CPCM implementat in programul Gaussian09°, la nivele PM6-D2, HF/3-21G*,
MO062X/6-31G**, M062/6-311+G**, BP86/6-31G**. Calculele MM au fost facute cu ajutorul
campurilor de forte AMBER si UFF dupi cum sunt implementate in Gaussian09° si Hyperchem
6. Metoda semiempirici PM6-D2 folositd este cea implementatd in programele Gaussian09 ° si
MOPAC ’; s-a folosit de asemenea si implementarea PM3 din Hyperchem®.

Pentru a determina precis performantele metodelor computationale, dar si pentru
determina punctele forte dar si limitdrile fiecareia in contextul chimiei supramoleculare a
polipeptidelor, au fost examinate atat structuri de helix a bazate pe modele pur teoretice (Gly1o,
Gliso, lle1o, lleso) cat si modele realistice (un fragment de helix o din calmodulina si mici proteine
complete, avand codurile PDB 3CLN “® si respectiv 1ALG). S-a dovedit ci PM6-D2 asiguri
descrierea geometrica cea mai precisa pentru modele de Gli si Ile, fiind urmata indeaproape de
metodologia M06-2X, in special cand se include si solvatarea. Majoritatea celorlalte metode
esueazd In a prezice un helix canonic acceptabil. Structurile de calmodulind si 1ALG sunt
discutate mai jos ca si exemple reprezentative pentru rezultatele obtinute. Pentru calmodulind in
mod special, metoda AMBER nu modeleaza bine helixul alfa, ci conduce la un punct de
deformare in mijlocul structurii (cf. Figura 1.2.1) si cAteva distante inacceptabil de lungi (>3 A)
ce ar trebui sa corespunda unor legdturi de hidrogen (aminoacizii 74-85). Si metodologia HF
conduce la un helix deformat, care mai prezinta si inconvenientul de a avea carboxilatul C-

terminal eliminat sub formd de CO2 in timpul optimizarii de geometrie. Metoda MOPAC PM6

2 Din lucrarea: Lupan, Alexandru; Kun, Attila; Carrascoza, Francisco; Silaghi-Dumitrescu, Radu.
Performance of computational methods for modeling o helical structures. Journal of Molecular Modeling 2013,
19(1), 193-203.



este singura care pastreaza structura de helix a; totusi, In acest caz tendinta de structura canonica
este exagerata: chiar daca in structura experimentald distantele corespunzatoare unora din

legiturile de hidrogen sunt de 3 A, metoda PM6 plaseazi toate legiturile de hidrogen in
intervalul ~1.9-2.0 A,
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Figura 1.2.1. Reprezentarea grafica a geometriei buclei lungi din 3CLN optimizata cu diferite metode.

Structura PDB 1ALG este o proteind compusa din 24 de aminoacizi, avand o structura
globald de helix a. Metodele care esueazd sa modeleze structurile cu helix canonic al unor
modele mici/simple discutate ihainte (ex. implementarile Gaussian ale PM6, sau HF/3-21G* in
vid), reproduc destul de bine regularitatea structurii helicale a proteinei complete, cunoscute

experimental, 1ALG. De fapt, chiar si acolo unde structura experimentald prezinta deviatii de la



helixul a, precum primele doud legaturi de hidrogen care sunt mai lungi si ultima care este mai

scurtd, metodele computationale esueaza in a modela precis aceste deviatii.

PM6 Gaussian

[
v
g

HF/3-21G*

PM6-w Mopac

HF/3-21G*
water

Figura 1.2.3. Reprezentarea graficd a geometriei 1 ALG optimizata cu diferite metode.

1.3. Despre rolul alaninei si serinei din structura de foaie p a fibroinei °

In forma 'silk II', fibroina este formata aproape exclusiv din straturi de foi B, bogate in
glicing, alanind, si serind. Argumentul acestei compozitii particulare s-a presupus a fi indreptat in
directia minimizarii repulsiilor sterice; putine dovezi numerice au fost aduse in favoarea acestui
argument. Prin urmare, acest studiu intentioneaza sa ofere date computationale pe un set de
modele care sd contureze rolul pe care fiecare din cei trei aminoacizi (Gly, Ala, Ser) il joaca in
fibroina. Se raporteaza in prezenta teza rezultate computationale pe modele de fibroind la nivele
de teorie semi—empiric PM6-D2 si DFT M062X 3/6-31G** precum si calcule MM/MD cu
campuri de forte AMBER realizate cu programul AMBERToolKit versiunea 14 *° care simuleazi
conditiile fiziologice prin intermediul unei cutii de apa. In cazul calculelor PM6, s-a utilizat un

camp electrostatic din cadrul programului MOPAC, in timp ce calculele DFT au fost realizate

8 Din lucrarea: Carrascoza, Francisco; Lupan, Alexandru; Cosar, Ciprian; Kun, Attila; Silaghi-Dumitrescu,
Radu. On the roles of the alanine and serine in the -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).



atat in vid cat si folosind un model de solvent CPCM, implementat in Gaussian09. Modelele

folosite includ decapeptidele (Gly)1o, (Gly—Ala)s si (Gly—Ser)s, precum si ansambluri de 1, 2, 8,
18-meri (Figura 1.3.1 51 1.3.2) .

N Gly-Gly Gly-Ser
Sus "sw‘i'y"' '}‘;;_Y& E,L"f :;'Y"";'"f E*;i‘? JY” *),v *";» ‘*’”*x Lylfc};,x,o,‘.%é\«z ,4?\«
1*
Lateral ~ "5*.7.‘1 o ooy o ,_“\;}3 oo q:’* °’°:;¢ - ';v‘gc’svi‘.’“‘ﬁ.__ s
Sus
1
Lateral
Sus
18
Lateral
Sus
Solvent
explicit
Lateral

Figura 1.3.1. Geometriile obtinute dupa optimizarea PM6. N = numarul de monomeri din model.
1*= monomer extras din centrul unui ansamblu 18-meric.
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Figura 1.3.4. Structurile 18-merice dupa 5 nanosecunde de MM/MD.

Energiile de stabilizare PM6 ale celor 18 decapeptide organizate pe straturi antiparalele E
de foi B sugereaza ca in loc sa stabilizeze structura de foaie P, alanina si serina induc repulsii
sterice (Figura 1.3.3). Pe de alta parte, catena laterala a alaninei rigidizeaza foaia, permitandu-i
sd-si men{ind structura pliata chiar si in cazul unei singure foi B, evitand aparitia de conformatii
diferite care ar impiedica formarea unei structuri multistrat pliate. Aceste conformatii alternative
sunt foi complet planare, fiind mai putin stabile comparativ cu foaia pliatd si conformatia
panglica 2.27. Rolul serinei este acela de a modula hidrofobicitatea, astfel incat peptida nou
sintetizata sa fie maleabila dupa iesirea din ribozom, pentru fi posibila constructia unui ansmablu
supramolecular si nu precipitarea datorita hidrofobicitatii. Importanta intelegerii rolului pe care
fiecare aminoacid 1l joaca in structura polimericd poate fi relevantd in domenii precum

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

1.4. O noui componenti sterici in efectul anomeric *

Pentru explicarea efectul anomeric s-au propus diverse explicatii — majoritatea bazate pe
interactiuni sterice, separarea de sarcina si hiperconjugare. Reintorcandu-ne la aceasta tema prin
intermediul metodelor computationale aflim ci oxigenul piranoid nu este hibridizat sp? iar ca
urmare a acestei situatii perechile de electroni neparticipanti de la oxigen sunt in conformatie
eclipsata fata 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-sp® a atomului de
oxigen nu este limitatd la carbohidrati fiind Intdlnitd in motivele structurale de baza (ex. apa,

metanol, formaldehida).

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.
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Figura 1.4.1. Structurile de interes pentru acest studiu. X si Y sunt de obicei atomi de oxigen, in care
motivul structural este relevant pentru chimia carbohidratilor.

Geometriile acestor modele au fost optimizate cu functionala BP86 "8, cu setul de bazi
6-31G** implementat in programul Spartan *°. Pentru calcule SCF, s-a folosit un grid fin iar
criteriile de convergenta setate au fost standard. Analiza NBO s-a facut la nivel DFT BVP86 / 6-
31G** in vid folosind implementirile din programul Gaussian09 2 si aplicind criterii de
convergentd SCF standard.

Orbitalii moleculari pentru izomerii axial si ecuatorial ai tetrahidropiran-2-olului, unul
din cei mai simpli compusi ce prezinta efect anomeric, au fost calculati la nivel DFT. Se observa
ca una din perechile neparticpante ale oxigenului piranoid este perpendiculara pe planul C-O-C
(in HOMO), in timp ce cealaltd pereche a aceluiasi atom de oxigen este aflatd in acest plan
(HOMO-2 in izomerul ecuatorial, HOMO-1 in cel axial). Astfel, atomul de oxigen piranoid are
doi orbitali p perpendiculari unul pe altul.

Aceasti situatie contravine hibridizirii sp® invocate la discutarea efectului anomeric si
intalnitd la atomii de oxigen din chimia organica. Doi orbitali p perpendiculari unul pe altul intr-
un atom neimplicat in legaturi multiple pot fi cel mai bine explicati ca tindnd de un atom ne-
hibridizat.

Aceasta situatie, cu un atom de oxigen nehibridizat, ridicd o problema conformationala —
substituentii gasiti Tn pozitii ecuatoriale la atomii de carbon legati direct la oxigenul piranoid se
vor gasi conformatie eclipsata cu una din perechile neparticipante ale atomului de oxigen, fiind
astfel defavorizat energetic, cf. Figura 1.4.2. Aceasta observatie constituie o explicatie plauzibila

pentru efectul anomeric.



Conformatia eclipsata indusa de absenta hibridizarii la atomul de oxigen anomeric este

motivul principal al efectului anomeric.

KN
s
L )

OH
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Figura 1.4.2. StAnga: Orbitalii de frontiera calculati pentru tetrahidropiran-2-ol, prezentand cele 2 perechi

neparticipante ale atomoului de oxigen piranoid (fiecare lob este marcat cu un simbol *), cu un unghi intre ei de 90°.

Dreapta: Comparatia efectelor sterice ale atomului de oxigen piranoid hibridizat sp® vs ne-hibridizat din modelele
studiate aici; sunt marcate perechile neparticipante de la oxigen.

Informatiile obtinute prin analiza orbitalilor de legatura naturali (NBO) arata ca una din
perechile neparticipante ale oxigenului de la conformerul ecuatorial are un caracter de 56.4% s si
43.6% p, in timp ce orbitalul celeilalte perechi neparticipante este 0.3% s s1 99.7% p, insemnand
ca doar una dintre ele nu este un hibrid (Tabelul 1.4.1).

Aceste date constituie argumente pentru o descriere sp? a oxigenului piranoid. Aceasti
descriere este in conformitate cu observatiile referitoare la orientarea spatiala facute pe modele

de oxigen.

Tabelul 1.4.1. Analiza NBO a oxigenului piranoid din conformerul ecuatorial. Sunt prezentate doar
perechea neparticipantd si orbitalii Rydberg.

Conformerul ecuatorial Conformerul axial

oT Occ % Hibridizare Occ Coeficienti/ Hibrizi
LP(1) -1.97 5 56.42% p 43.58% -1.96 s 49.61% p50.39%
LP(2) -1.93 s 0.36% p 99.64% -1.90 s 0.87% p99.13%
RY*1  -5.97e-3 s 16.75% p 83.25% -5.12¢3 s 1.26% p98.74%
s
s

RY*2  -2.40e-3 §22.45% p 77.55% -2.23¢3 6.57% p93.43%
RY*3  -6.80e-3 §11.55% p 88.45% -16.0e-3 44.75% p 55.25%

RY*4  -4.70e-3 512.73% p87.27% - 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 computationale asupra unor complecsi bioanorganici: studii de caz

asupra interactiunilor dictate de catre legaturile slabe/necovalente

2.1. Dinamica metaloproteinelor. Parameterizare si consideratii generale

In aceastd sectiune ne concentrim asupra constructiei parametrilor campului de forte
AMBER 2 necesari pentru studiul anumitor situsuri active contindnd metale tranzitionale,
parametri ce vor fi utilizati in studiile urméatoare.

Una din speciile pentru care am dezvoltat astfel de parametri este bleomicina un
medicament anticancer ce sectioneazd catena de ADN, prin intermediul unui centru metalic pe
baza de fier sau cobalt, conform unui mecanism de reactie incd incomplet elucidat. Este
prezentatd si dezvoltarea de parametri pentru hemeritrind. Hemeritrina reprezintd o provocare
datoritd situsului activ cu proprietafi paramagnetice ce contine doi atomi de fier - ceea ce
constituie un caz deosebit pentru calculele teoretice. Pentru gruparea heminicd am completat
parametrii de camp de fortd cu proprii nostri parametri special dezvoltati pentru legaturile
apropiate de atomul de fier. Aceste rezultate au fost apoi folosite la studii de dinamica a
complexului haptoglobina-hemoglobina, docking, si dinamica pe mioglobina si hemoglobina.

Pentru obtinerea acestor parametri, se selecteaza din baza de date cu proteine o structura
de metalo-proteina. Optimizarea geometrici modelelor truncate s-a realizat la nivel de teorie
MP2 2527 ¢y setul de bazi 6-311G** implementat in programul Gaussian 09 °. Acest model cu
energia minimizata s-a folosit la calculele ulterioare.

Sarcinile au fost obtinute prin metoda RESP 2. Pentru determinarea tipului de atom s-a
folosit programul AntechAMBER. Modulul Leap inclus in AMBERTOools s-a utilizat pentru
obtinerea parametrilor lipsa din AMBER FF 99 SB; unii parametri au fost preluati din
AMBERO3 FF sau GAFF. Lista parametrilor lipsa a fost apoi mentinuta pentru etapa urmatoare.
Au fost apoi atribuiti prin analogie parametri van der Waals-Lennard Jones. Parametrii referitori
la unghiuri si legaturi au fost calculati folosind matricea Hessiand calculatd la nivel DFT cu
aceeasi functionala si set de baza. Parametrii diedrici au fost determinati prin crearea unor
grafice PES pentru fiecare unghi diedru si optimizand din nou la nivel DFT conform
metodologiei mentionate anterior.

Valorile RMSE obtinute pentru bleomicind (Figura 2.1.1) sunt departe de parametrii

torsionali acceptabili (Figura 2.1.2), pentru care o limitd normald ar trebui si fie de sub 1 A



RMSE; cu toate acestea este posibil sa observam ca setul de parametri poate determina corect
conformatiile de minim din datele QM — si, cel mai important, combinatia acestor parametri cu
date QM a condus la rezultate QM/MM avand valori RMSD foarte bune, de sub 0.5 A.
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Figura 2.1.1. Structura bleomicinei (BLM). R = CH,S*(CHa)z
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Figura 2.1.2. Bleomicina. Validarea parametrilor diedrici pentru bleomicina, pentru mentinerea claritatii
sunt aratati doar 360 de conformeri.
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Subcapitolele urmatoare vor ilustra aplicatii ale acestor parametri la simulari MM

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

2.2. Dinamica complecsilor hemoglobina-haptoglobina. Importanta stresului oxidativ
Haptoglobina (Hp) este o proteina ce se va fixa la hemoglobinad (Hb) atunci cand Hb este

eliberata in citoplasma de catre celula rosie din singe (RBC). Interactiunea Hp-Hb este

importantd deoarece Hb are in situsul sdu activ gruparea heminica puternic reactivd ce confine

fier si care este un potential generator de radicali liberi si prin urmare trebuie si fie controlati .



Un model teoretic al catenelor complexului de haptoglobind umana cu hemoglobina o si
B [Hp- aHb; BHb] a fost construit prin tehnici de homologie si MD. Catenele laterale initiale au
fost preluate de la complexul corespunzator pentru porc, iar zonele lipsa au fost minimizate prin
acelasi protocol de mecanica moleculara descris mai sus.

Secventa de plecare pentru studiul de homologie este >gi|386783|gb|AAA88080.1|
haptoglobin [Homo sapiens]. Ca si referinta s-a folosit structura cu ID PDB 4F40.

Calculele MM/MD au fost realizate folosind programul YASARA 32 cu campul de forte
AMBER 2° 03FF si PBC, in conditii fiziologice intr-o cutie cubici de api ce a fost modelati la 5
A distantd fatd de oricare atom din proteini. Sistemul a fost minimizat energetic, echilibrat la
conditii NVT si NPT si testat 5 ns in conditii NPT, iar la final oprit si minimizat din nou pentru a
obtine conformatia finala.

Secventele Hp de Sus scrofa si Homo sapiens Hp au o identitate de 74.11 %, conform
determindrii realizate cu programul UCSF Chimera ** pe o sectiune truncati a proteinei.

O forta motrice cheie pentru studiul nostru, cat si pentru alte experimente il reprezinta
atribuirea corectd a semnalelor radicalilor liberi din spectrele EPR ale hemoglobinei ce
interactioneaza cu peroxid atat in vitro cét si in vivo.®

Datele de accesibilitate la solvent (SAS) par sa confirme Y145, Y35 si Y24 ca si locatii
probabile pentru radicalul Hb — in acelasi timp infirmand Y42, Y130 si Y140 (cf. Tabelul 2.2.1).

Tabelul 2.2.1 Contributia la Suprafata de Solvent Accesibila (SAS) pentru tirozinele alese din subunitatile
o si B din hemoglobini. Numerele prezentate reprezinti contributiile la SAS totald in A%

Structure Y42.0 Y140.a Y35.8 Y145.8 Y130.8 Y24.a
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 legaturile de hidrogen asociate fenolului rdman in general neschimbate la
legarea la Hp. Datele noastre reprezinta in cel mai bun caz o mica dovada pentru interpretarea ca
Tyr42 este locatia radicalului Hb si Hb/Hp observat experimental. Nici unul din celelalte
fragmente de Tyr nu a fost determinat ca fiind de interes pentru schimbari asociate legaturilor de
hidrogen.

Un alt argument este schimbarea unghiului diedru corespunzator planaritatii ciclului Tyr

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



MD 60 par a fi in favoarea Tyr42. Totusi, datele MD sugereaza ca si Tyr35 este un bun candidat,
si tindnd cont de limitele metodei, Tyr145 si Tyr140 nu pot fi excluse. In favoarea Tyr130 stau
datele cristalografice nu insa si calculele MD. Tyr42 este un candidat improbabil.

Tabelul 2.2.2. Valorile unghiurilor diedre 8 pentru tirozina (exprimate in grade). Sunt prezentate doar
valorile cele mai mici ale celor doud unghiuri complementare (complementul se obtine prin scidere din 120°).

Element Y42 Y145 Y35 Y140 Y130.B Y24.a

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 a7 30 45 46 7 3

In concluzie, parametrii legati de hidrofobicitate confirma Y145, Y35 si Y24 ca locatii
probabile pentru radicalul Hb — si improbabile Y42, Y130 si Y140. Valorile 6 par a favoriza
Y42, datele de MD sustinand si Y35 iar intr-o mai micd masurd Y145 si Y140. Y130 s1 Y24 apar
ca fiind candidatii cei mai putin favorabili conform valorilor 6 mai ales din perspectiva datelor
MD. Per total Y35 si Y145 par a fi candidatii cu cele mai putine argumente de nesatisfacere a
celor doud criterii (valori 0 si hidrofobicitate deduse din spectrele de rezonanta electronica de
spin, RES, masurate experimental pentru radicali liberi indusi de catre peroxid In hemoglobina si

respectiv in complexul hemoglobina-haptoglobina.

2.3. Dinamica hemeritrinei si a derivatilor cu hemeritrina

Hemeritrina (Hr) este o proteina homo-octamerica o-helicala cu un situs activ non-
heminic di-feric, fiind gasita in viermi marini si bacterii. A fost studiata ca posibila alternativa la
hemoglobind ca materie de plecare pentru obtinerea de transportori de oxigen artificiali
(“substitute de singe™) atat in formd PEG-ilatd sau in formd de glutaraldehida polimerizata 33°,
Stabilitatea acestor materiale in conditii fiziologice relevante a fost putin studiatd pana acum.
Recent (1-oxil-2,2,5,5-tetrametilpirolin-3-methyl)metantiosulfonatul (MTSSL) a fost atasat la
pozitia C51 a fiecarui monomer al Hr pentru a analiza semnalele EPR ce pot oferi informatii

asupra stabilititii structurii octamerice Hr %,

Aici prezentam un studiu teoretic asupra
comportamentului Hr marcate cu MTSSL.

Simulirile MM/MD au fost realizate folosind YASARA %, Structurile Hr monomerice si
octamerice au fost modelate folosind structura PDB ID 114Y *' obtinuta prin difractie de raze X

si raportatd pe siteul Protein Data Bank 3%; geometria a fost minimizatid din punct de vedere



energetic la nivelul de teorie semiempirica PM6. Fiecaruia dintre monomeri i-a fost atasat
MTSSL in pozitia Cys51 otinandu-se astfel la structurile prezentate in Figura 2.3.1.

Fiecare sistem a fost solvatat cu api in sistemul TIP3P *? simuland conditiile fiziologice
ntr-un cub cu latura de 10 A. Fiecare sistem a fost supus unei minimizari, echilibréri in conditii
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. Stdnga- Monomerul Hr MTSSL (panglici portocalii cu marcajul MTSSL ca suprafata VDW
portocalie) marcand la pozitia C51 nteractiunea cu monomerii vecini (panglici gri). Monomerii Hr (care nu sunt
vecini si nu interactioneaza cu MTSSL) sunt reprezentati sub forma de panglici albe, pentru claritate. Dreapta-

Monomerul Hr (panglici albe) marcajele MTSSL sunt in model stick, iar centrii metalici, Fe(Cl )-OH-Fe, sunt
reprezentati in 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 arata ca fragmentul de cisteind cu marcaj de spin se afla suficient de aproape
de interfata intermonomerici pentru a afecta interactiunile monomer-monomer. Intr-adevar,
distanta dintre atomii de carbon a a Cys51 marcatd (Cyx51) dintr-o catend si Asp23 a catenei
vecine este in medie mai lungid cu 5 A in structura cu marcaj de spin — o crestere suficient

pentru a impiedica fortele intermoleculare tipice (legaturi de hidrogen si interactiuni



hidrofobice). Aceastd diferentd la structurile cu geometrie optimizatd se mentine pe parcursul
celor 5 nanosecunde de simulare MD — desi cu o usoara scadere in timp.
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Figura 2.3.2. Distanta dintre doi monomeri in octamerul Hr; sunt prezentate Hr nativa si marcata MTSSL.
Distanta este masurata intre lanturile A si B CYX50 Ca si Asp23 Ca, in modelul Hr octameric. Liniile
neagra/albastrd prezinta datele si trendul modelului Hr octameric de referinta. Liniile maro/rosu prezinta datele si
trendul modelului Hr octameric marcat MTSSL.

Datele ofera sprijin pentru interpretarea experimentelor in care Hr este un templat sau
materie de pornire pentru substitute de sange — si deci in forma multimerica si derivatizata
chimic cu polietilen glicoli, marcaje de spin si/sau alti reactivi. S-a demonstrat aici ca
derivatizarea cu marcaj de spin a pozitiei Cys51 nativa din Hr destabilizeaza structura octamerica
pentru a conduce la o usoard crestere a accesibilitdtii solventului la centru diferic. Consecintele
derivatizarii chimice vor constitui dezavantaje functionale pentru o proteina transportoare de
oxigen. Aceasta impune o serie limitari in ceea ce priveste relevanta studiilor RES de marcaj de
spin cu Hr, si sugereaza de asemenea necesitatea unei investigari atente a efectelor procedeelor

de PEGilare 1n contextul candidatilor pentru substitute de sange.

2.4. Legarea antioxidantilor la hemoglobina si mioglobina

In ciuda similaritatii structurale limitate, ascorbatul si uratul, antioxidantii principali din
plasma, prezinta ambii valori Km ridicate pentru Hb. Ne putem gandi la o varietate de compusi
cu potentiald actiune biologicd care la randul lor ar putea prezenta afinitdti cinetice ridicate si
daca 1n cazul lor ar putea fi detectabili complecsi stabili cu Hb.

Datele noastre, nepublicate inca, privitoare la activitatea peroxidazica a Hb si a
mioglobinei (Mb) fata de acidul galic, rutin, acidul cafeic, si 3-hidroxiflavond, urmarita in paralel

cu ascorbat si urat, conduc la valori Km foarte scazute desi sunt implicate substante fara



importanti fiziologici evidentd. Spectrele 'H si *C-RMN relevd o interactiune multisitus
selectiva, intre Hb si moleculele de antioxidant.

Calculele de docking globina-ascorbat prezentate in acest capitol confirma intr-adevar
interactiunile multisitus, unele cu afinitate de nivel micromolar.

S-au folosit structurile cu codurile PDB ID 2DXM “¢ si IMBO #'. Fiecare sistem a fost
supus unei minimiziri de energie MM/MD 'steepest descent' folosind AMBER “® si cAmpul de
forte 99SB.

Apoi s-a utilizat programul AutoDock Tools ** pentru studierea rotatiilor si sarcini
Gasteiger® atribuite fiecdrui ligand, si grupdrii heminice, ce au fost obtinute prin calcule la nivel
DFT B3LYP/6-311G** si apoi fitate manual cu ajutorul programului Resp implementat in
pachetul AMBERToolKit.

Toate calculele de docking prezentate aici au fost realizate cu programele Autodock4 si
Autogrid4 . Docking-ul generalizat s-a ficut cu un grid pe toati proteina.

Pentru inceput s-a facut un calcul de docking ce lua in considerare intreaga proteind iar
dupd identificarea celor mai bune pozitii de docking cele mai bune 3 au fost rafinate printr-un
docking localizat folosind un algoritm GA.

Galatul si cafeatul au fost identificati In mod surprinzdtor ca avand afinitati mai ridicate
pentru Hb comparativ cu doi antioxidanti endogeni din sdnge precum ascorbatul si uratul (cf.

Tabelul 2.4.1); cu toate acestea ordinea determinata este identica cu cea experimentala.

Tabelul 2.4.1. Afinitatile Mb si Hb pentru cafeat, galat, urat si ascorbat.

Afinitate pentru: Trend
Mb Cafeat > galat >urat>ascorbat
Hb Galat>cafeat>ascorbat>urat
Hb experimental Acid galic > acid cafeic >ascorbat>urat

Aminoacizii implicati in definirea situsurilor de legare a ascorbatului la Hb includ Tyr42
ca fiind pozitia de docking cea mai buna. De fapt, aceasta tirozind este unica prezenta in toate
cele trei situsuri de legare din Hb, ceonform acestor calcule (Figura 2.4.1 si Tabelul 2.4.2)

Situsurile de legare ale cafeatului in Hb implica dintre toate tirozinele posibile doar
Tyr145, care a fost consideratd importantd in ceea ce priveste reactivitatea redox relevanta din
punct de vedere biologic a Hb. Datele noastre din Capitolul 2.2. cu privire la localizarea unui

radical tirozil detectat experimental in Hb, sugereaza atat Tyr145 cat si Tyr35 ca fiind locatiile



cele mai probabile ale radicalului tirozinic indus de peroxid (pe baza datelor spectrale RES), si
posibil implicit si ale situsului de legare a unor antioxidanti capabili sd reduca eficient acel
radical. (cf. Figura 2.4.1, Tabelul 2.4.2).

Ca si 1n cazul ascorbatului, galatul si uratul au de asemenea Tyr42 prezenta intr-unul

dintre cele mai eficiente trei situsuri de legare.

Figura 2.4.1. Pozitiile de legare cu afinitatea cea mai mare pentru toti cei 4 liganzi. Mioglobina si
hemoglobina sunt reprezentate ca panglici albe, iar gruparea heminica in mod sticks. Liganzii sunt in reprezentare de

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

Tabelul 2.4.2. Rezultatele de docking in situs: Cele mai bune 3 pozitii sunt evaluate pe baza energiei de
legare (kcal/mol) si a constantei de inhibitie (mM).

Mioglobina * Conformatii
Ascorbat 1 2 3
Energie de legare -8.3 -7.9 -6.3
Constanta de legare 0.79 2.1 22
Cafeat
Energie de legare -10.8 -10.3 -9.2
Constanta de legare 0.01 0.03 0.19
Galat
Energie de legare -10.6 -8.8 -7.5
Constanta de legare 0.016 0.37 3.1
Urat
Energie de legare -9.1 -8.2 -6.5

Constanta de legare 0.23 0.99 17




Hemoglobina *Conformatii

Ascorbat 1 2 3
Energie de legare -8.6 -6.6 -3.2
Constanta de legare 0.54 14 2000
Cafeat
Energie de legare -10.9 -10.4 -6.9
Constanta de legare 0.01 0.03 8.4
Galat
Energie de legare -11.4 -10.1 -9.0
Constanta de legare 0.004 0.420 0.24
Urat
Energie de legare -7.9 -7.8 -7.1
Constanta 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 tirozina in cdi de transport de electroni catre sau
dinspre situsul heminic. In ciuda datelor experimentale ce sugereaza modalititi de legare similare
pentru toate moleculele mici de antioxidanti (afinitate ridicatd, situsuri de legare multiple), sunt
relevate diferente clare intre antioxidantii studiati aici prin calcule de docking atat in ceea ce
priveste locatia situsurilor cat si in termeni de energie de interactiune. S-au gasit dovezi
privitoare la implicarea Tyr42 in legarea la Hb a trei dintre cele patru substraturi studiate
(ascorbatul si uratul, ca substraturi relevante din sange, sunt incluse pe aceastd listd), dar de

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

2.5. Interactiuni ADN - ligand. Bleomicina.

Bleomicina (BLM, Figura 2.1.2) este un medicament antitumoral cu utilizare clinica. Cu
toate acestea mecanismul de reactie prin care catena dubla de ADN este scindatd generand doi
produsi de oxidare 13, nu este inteles complet fiind in continuare subiect de dezbatere (2.5.1).
Starea cheie a BLM este complexul feric-hidroperoxo, notat in mod comun ca ABLM
(bleomicina activata). Asupra structurii acestuia s-a concentrat studiul de fata — examinand

comparativ structuri inrudite de cobalt, si doua stari diferite de oxidare ale metalului.
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Figura 2.5.1. Teorii despre mecanismul de reactie dintre ABLM si citosina C4’.

Toate calculele MM/MD raportate aici asupra BLM s-au realizat simuland conditii fiziologice
intr-o cutie de apa cubici de 10 A fati de proteini si implementand cAmpul de forte AMBER
03, dar si calcule YASARA folosind ABLM cu Fe(IlI) si Co(Ill), si calcule folosind GROMACS
53 realizate pe BLM cu Fe(II), Fe(III), Co(II) si Co(III), si calcule semi-empirice/MM/MD doar
pentru Fe(l11)-BLM. Parametrii pentru ABLM au fost obtinuti conform descrierii din Sectiunea
2.1 iar nivelele de teorie PM6 ' si AMBER “® 03 FF au fost cele implementate in AMBERTOools
versiunea 14 “®, Atomii definiti pentru regiunea semi-empirica in calculul QM/MM sunt descrisi
in Figura 2.5.2; sarcina fierului a fost setata in acest caz la 3+. Restul atomilor au fost tratati la

nivel clasic MM/MD.

Figura 2.5.2. Modelul complexului Bleomicind-DNA folosit pentru definirea regiunii QM pentru calculele
QM/MM. Sunt prezentati doar atomii de hidrogen relevanti. Figura a fost obtinuti cu programul VMD®®,



Rezultatele obtinute aici sugereaza la prima vedere, in concordantd cu anterioare date
experimentale si teoretice, ca majoritatea structurilor nu permit o bund accesibilitate a
solventului la fragmentul peroxidic. Totusi, datele GROMACS si QM/MM (nu insad si
YASARA) indica de asemenea ca situsul peroxidic se deschide tranzitoriu expunand o suprafata
de la 3.5 A? pani la 21 A? a fragmentului peroxidic (valorile exacte variaza in functie de
metodologie, metal si starea de oxidare). Pentru Fe(III) ABLM, care este cazul cel mai relevant,
GROMACS determini o suprafatd de ~6 A? (Tabelul 2.5.1). Figura 2.5.3 ne oferd o ilustrare
graficd a acestui din urma caz.

Oxigenul distal al fragmentului metal-peroxo este localizat majoritatea timpului intr-un
interval de 2.5 pani la 5 A de cel mai apropiat atom de hidrogen din ADN. Distantele NMR -
medii ale structurilor cu Co sunt in zona de valori mici a acestui interval, sugerand contacte

apropiate. Calculele noastre QM nepublicate, cat si cele raportate anterior?!??

sugereaza ca la
asemenea distante mici clivajul facil al legaturii O-OH este de neevitat, fiind urmat de insertia

gruparii OH peroxidic in riboza.

Tabelul 2.5.1. SAS per atom de-a lungul traiectoriei. Toate valorile sunt prezentate in A2,

Suprafata Deviatia SAS

Program ABLM — Atom Medie Standard Maxim
GROMACS  Co(ll)  Op 0.00 0.00 0.00
Od 0.01 0.07 1.00

Co(lll)  Op 0.00 0.00 0.00

Od 0.00 0.02 0.33

Fe(Il)  Op 1.85 0.31 0.33

Od 2.52 0.40 0.33

Fe(lll)  Op 1.81 0.31 0.00

Od 2.55 0.41 0.33

YASARA Co(lll)  Op 0.00 0.00 0.00
Od 0.00 0.00 0.00

Fe(lll)  Op 0.00 0.00 0.00

Od 0.00 0.00 0.00

SAMBERTOO' Fe(llly Op  0.00* 0.85 0.00*
Od 0.00* 1.60 3.48

* Valorile calculate sunt negative. Valoarea prezentatd este calitativa.



(9 B o)

=
@
—e—
—e—

Distance H4'-Od (A)
w

L]

2 . ¢

1

0

D N N N ™ N N
S & & & FF& S
Y & o & & ¥ ¢
< é‘\@
o

Figura 2.5.3. Comparatia rezultatelor obtinute folosind diverse programe de dinamica moleculara clasica.
Etichetele sunt urmatoarele: Prima literd: Y = YASARA, G= GROMACS, NMR= MD cu constrangeri NMR
conform Stubbe et. al. * (deviatia standard +/-0.003 A). QMMM= calcule de dinamici QM/MM rulate cu
AMBERTOools. Starile de oxidare ale metalului sunt indicate pe axa x.

Figura 2.5.4. llustrarea contactelor peroxid-solvent in timpul simularilor de dinamicd moleculard ABLM-
DNA pentru sisteme Fe(III) si Fe(Il) in GROMACS. Sus: Reprezentare stick (distantele peroxid-apa si oxigen-
oxigen sunt marcate in verde; Fe(lIl) Tn stanga iar Fe(ll) n dreapta); jos: reprezentare space-fill cu (in dreapta) si
fara (stanga) prezentarea solventului. Culorile: apa de solvatare — galben; peroxidul— verde; celelalte — CPK
standard.



Figura 2.5.4 ilustreaza ca moleculele de apa moleculele de apa, conform calculelor de
dinamicd moleculara, intra tranzitoriu in contact direct cu ligandul hidroperoxo. Daca aceste date
sunt corecte, atunci imaginea de ansamblu desprinsa in urma acestor calcule asupra interactiunii
ABLM-DNA este cea in care legdtura oxigen-oxigen este initial scindatd pentru a genera un
intermediar de valenta ridicata iar acesta ulterior va oxida deoxiriboza. Ca acest fapt se intdmpla
direct sau prin intermediul unor radicali hidroxil proveniti de la solvent si generati in situsul activ
prin homoliza FeO-OH, ramane a fi studiat prin intermediul unor calcule QM/MM bazate pe
DFT.
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