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Introducere

Soluționarea provocărilor societale (în special bioeconomie, securitate, energie, transport,
spațiu, ecoinovare) va depinde, în cele din urmă, de dezvoltarea sectorului sănătății. Deoarece
domeniile cheie de cercetare pentru cercetarea în domeniul sănătății se schimbă și se dez-
voltă rapid, cercetarea cancerului rămâne un subiect prioritar. Biofizica modernă și biolo-
gia moleculară oferă cunoștințe importante în medicină (o provocare centrală este de a in-
vestiga comportamentul biomoleculelor). Caracterizarea dinamicii structurale a sistemelor
moleculare permite descrierea detaliată a fenomenelor biologice. Descoperirea, dezvoltarea
și furnizarea de medicamente pentru a dezvolta de noi strategii terapeutice pentru trata-
mentul diverselor afecţiuni, prin utilizarea interfeței dintre fizică şi biologie pentru a obține
o mai bună înțelegere a moleculelor și a semnalizării celulare, au un mare impact asupra
provocărilor majore din sănătatea globală.

Dinamica moleculară (MD) permite caracterizarea inaccesibilă experimental a proceselor
dinamice la rezoluție atomică. Mai mult, datorită disponibilității acesteia, apar noi perspec-
tive legate de mecanismele implicate în diverse afecţiuni. Pe de altă parte, simulările MD au
potențialul de a extinde cunoștințele privind mecanismele țintă pentru biomolecule și com-
portamentul proteinelor oncogenice. Foarte adesea, proteinele mutante sunt identificate, dar
nu este clar cum sunt legate de afecţiunile specifice.

Această teză este organizată după cum urmează. Capitolul 1 reprezintă introducerea.
Capitolul 2 descrie principalele aspecte ale metodologiei de simulare MD. Este prezentată o
descriere detaliată a ecuațiilor de mișcare și a diferitelor ansambluri termodinamice utilizate
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pentru modelarea condițiilor din viața reală. Menționăm în mod special programele software
MD utilizate pe scară largă de către cercetători pentru a simula diferite sisteme complexe
biomoleculare. În acest capitol sunt prezentate elementele definitorii ale câmpurilor de forță
din mecanică moleculară.

Capitolul 3 descrie funcția de energie potențială a câmpului de forță CHARMM și, în
particular, descrierea dezvoltarii câmpului de forțe pentru polietilenimină (PEI). Câmpul
de forță atomistic a fost parametrizat pentru a reproduce proprietățile structurale și di-
namica lanțurilor de polimeri în soluție. Este prezentată optimizarea sarcinilor atomice și a
parametrilor pentru legături, unghiuri și unghiuri diedrale. Simulările atomistice MD ne-au
permis să studiem influența dimensiunii lanțului PEI și a fracției de protonare asupra struc-
turării dinamice descrise în termeni de rază de girație, distanță între atomii de azot terminali,
lungime de persistență, funcții de distribuție radială și coeficienții de difuzie. Rezultatele sunt
în concordanță foarte bună cu datele experimentale.

Capitolul 4 se concentrează pe simulări ale polimerilor cationici ca vectori genetici şi
urmăresc reducerea considerabilă a încercărilor experimentale de a dezvolta noi vectori ge-
netici. Am considerat un lanț PEI protonat alternativ ca polimer reprezentativ utilizat pentru
a descrie complexarea dintre lanțurile PEI și lanțul ADN. Simulările MD ale amestecurilor
PEI/ADN au fost efectuate la nivel atomistic pentru a înțelege procesele implicate în livrarea
materialului genetic. Am descris modul de legare a ADN-ului cu lanțuri PEI, strâns legate de
interacțiunile electrostatice dintre grupările amino încărcate pozitiv (lanțuri PEI) cu grupările
fosfat încărcate negativ (ADN).

În capitolul 5, sunt descrise structura și compoziția membranelor biologice (mai exact
lipide și proteine, care reprezintă aproape toată masa membranelor). Aici, prezentăm com-
parativ trei tipuri de modele de membrane de la simple la complexe și motivăm utilizarea
modelelor membranare folosite în studiul proteinelor ancorate în membrană. În acest capitol
este prezentată o descriere detaliată a nanodomneniilor, a nanoclusterelor și a mecanismului
de semnalizare celulară. Ulterior, ne concentrăm asupra proteinelor Ras, rezumând caracter-
isticile generale și studiind popularea stărilor conformaţionale şi orientarea proteinei NRas.

Simulările și rezultatele din aceste trei capitole au fost publicate sau sunt în curs de
publicare. Structura generală a articolelor este păstrată în capitolele tezei, astfel încât fiecare
capitol conține o scurtă introducere, detalii de simulare, rezultate, concluzii și bibliografie.
În capitolul 6, rezumăm contribuțiile tezei și prezentăm perspectivele de cercetare.
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Dinamică moleculară

Dinamica moleculară (MD) este unul dintre instrumentele principale utilizate pentru studierea
comportamentului sistemelor la nivel microscopic. Această metodologie computațională este
utilizată ca o completare a măsurătorilor RMN și a cristalografiei de raze X pentru a investiga
flexibilitatea structurală a sistemelor moleculare. În cadrul simulărilor MD clasice, prin inte-
grarea ecuațiilor de mișcare se obţin traiectorii care permit studierea sistemelor alcătuite din
mai multe particule. Din aceste traiectorii, se poate studia o mare varietate de proprietăți,
inclusiv termodinamice și alte cantități macroscopice, care pot fi validate prin comparație cu
rezultatele experimentale.

Reprezentare atomistică

Reprezentarea atomistică este o descriere detaliată la nivel de atom a unui sistem, care
modelează comportamentul colectiv al atomilor componenţi. Fiecare atom dintr-o moleculă
este considerat ca un punct, cu masă şi sarcină specifică. Câmpurile de forţe diferă prin modul
de parametrizare (derivate din date experimentale și /sau din calcule ab-initio). Pentru a
reduce numărul de parametri și a dezvolta câmpuri de forță transferabile, parametrii sunt
calculați din molecule mici care sunt subunități ale moleculelor de interes.

Energia potenţială a câmpului de forţe CHARMM ia în considerare contributia interac-
tiunilor legate,
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Reprezentare semi-atomistică

Sistemele complexe biomoleculare, care includ proteine inserate în membrană, sunt dificil de
investigat prin simulări atomistice. Scala de timp a proceselor biologice necesită extinderea
dramatică a timpului de simulare. În acest sens, simulările semi-atomistice (CG) utilizează o
reprezentare simplificată a sistemelor, care permite simulări lungi de ordinul microsecundelor.
Modelele CG derivate din câmpurile de forță atomistice reproduc în mod realist comporta-
mentul fizic al modelelor atomistice. Descrierea CG a unui sistem biomolecular se referă la
pseudo-atomi şi este o reprezentare la rezoluţie mai mică decât cea atomistică. Deoarece
fiecare bead CG este compus din grupuri întregi de atomi se reduce numărul de site-uri de
interacție, îmbunătățind astfel viteza de simulare. Energia potenţială a câmpului de forţe
CG definește interacțiunea dintre bead-uri.
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[2] S. J. Marrink, H. J. Risselada, S. Yefimov, D. P. Tieleman, A. H. de Vries, J. Phys.
Chem. B, 111 (2007), 7812.
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Polietilenimină

Parametrizarea câmpului de forţe CHARMM

Câmpul de forţe (FF) este construit prin parametrizarea energiei potenţiale folosind calcule
ab initio, date experimentale sau ambele. Ca un pas indispensabil pentru realizarea simulărilor
PEI realiste, parametrii CHARMM FF pentru lanţuri PEI protonate/neprotonate au fost
derivaţi prin fitarea datelor obţinute din calcule ab initio cu cele obţinute prin mecanică
moleculară. Pentru a dezvolta parametri compatibili cu CHARMM, pluginul ffTK (Force
Field Tool Kit) [1] distribuit ca parte a pachetului software de modelare moleculară VMD
[2] a fost utilizat pentru a gestiona procesul de ajustare a parametrilor FF. Dezvoltarea FF
implică definirea reziduurilor funcţionale și a tipurilor de atomi care au un nume caracteristic,
masă și sarcină specifică. În procesul de parametrizare s-au utilizat două modele tetramerice
liniare: PEI4p0 - neprotonat (vezi Fig. 3.1a) și PEI4p1 - protonat la azotul central (vezi Fig.
3.1b).

Definirea noilor tipuri de atomi în construcția FF este crucială: NH2 – atom de azot
aferent grupării NH2; HN2 – atom de hidrogen aferent grupării NH2; NH1 – atom de azot
aferent grupării NH; HN1 – atom de hidrogen aferent grupării NH1; NH2P – atom de azot
aferent grupării NH2+; HN2P – atom de hidrogen aferent grupării NH2+; CH2 – atom de
carbon adiacent atomului NH1; CH2P – atom de carbon adiacent atomului NH2P; CH2X –
atom de carbon adiacent atomului CH2P; HC2 – atom de hidrogen adiacent atomilor CH2,
CH2P, sau CH2X.
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Figure 3.1. Polimeri model utilizaţi în parametrizarea câmpului de forțe CHARMM pentru PEI:
a) PEI4p0 neprotonat și b) PEI4p1 protonat la azotul central. Primul polimer model conţine 3
reziduuri neprotonate PEI, unul la începutul lanţului PEA şi un patch terminal PEZ. Al doilea
polimer model este construit folosind un reziduu PEA, unul neprotonat PEI, două reziduuri PEP şi
PEQ care posedă impreună sarcina unitară 1 şi patch-ul PEZ. Modelele PEI sunt reprezentate cu
sfere (atomul de azot este reprezentat cu culoarea roz, atomii de carbon cu gri şi atomii de hidrogen
corespunzători cu alb).

Am definit următoarele tipuri de reziduuri funcţionale: PEI – monomerul CH2-CH2-NH
neprotonat; PEP – monomerul CH2-CH2-NH2+ neprotonat; PEQ – monomerul care leagă
reziduurile PEI şi PEP; PEA – gruparea NH2 de la începutul lanţului, PEZ – patch de la
sfârşitul lanţului care înlocuieşte NH cu NH2. Reziduurile PEP şi PEQ asigură o tranziţie
graduală a sarcinii de pe reziduurile protonate pe cele neprotonate, secvenţa (CH2X-CH2P-
NH2)-(CH2P-CH2X-NH1).

Parametrii aferenţi sarcinilor, legăturilor, unghiurilor şi unghiurilor diedrale au fost opti-
mizaţi folosind procedura implementată în ffTK. În cazul parametrilor comuni a modelului
neprotonat PEI4p0 şi a modelului protonat PEI4p1 au fost luaţi în considerare cei din mod-
elul neprotonat.

Parametrii Lennard Jones

Parametrii aferenţi interacţiunilor nelegate au fost atribuiţi fiecărui tip de atom după tipuri
similare provenite din CGenFF [3].
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Figure 3.2. (a) Configuraţia iniţială, respectiv (b), (c) configuraţii intermediare ale unei traiectorii
tipice pentru lanţuri helicoidale solvatate PEI26-mers cu fracţie de protonare 1/3. Lanțurile PEI și
ionii de clor sunt reprezentați cu sfere.

Sarcinile atomice parţiale

Sarcinile atomice parţiale ale CHARMM FF reproduc interacţiunile QM cu o singură moleculă
de apă de tip TIP3P [4] plasată în poziţii reprezentative. Folosind metodologia CHARMM,
atomii componenţi ai polimerilor model PEI sunt atribuiţi unei liste de acceptori, donori
sau ambele. Profilele de interacţie sunt calculate caracterizând interacţiunile complecşilor
formaţi de polimerul model PEI şi câte o moleculă de apă folosind calcule la nivelul de teorie
HF/6–31G(d) cu ajutorul programului Gaussian. Sarcinile rezultate din calculele ab initio au
fost modificate în limita a 5%, pentru a construi reziduuri funcţionale independente. Sarcina
cumulată a reziduurilor PEP şi PEQ este 1.

Optimizarea parametrilor pentru legături şi unghiuri

Comparaţia între matricile hessiene dintre QM şi MM calculate în coordonate interne furnizează
valorile de echilibru pentru legături și unghiuri. Calculul suprafeţei de energie potenţială
(PES) a fost făcut prin generarea de mici distorsiuni de-a lungul legăturilor şi unghiurilor.
MM PES locală a fost evaluată folosind parametri pentru legături şi unghiuri pentru fiecare
conformaţie.

Optimizarea parametrilor diedrali

Profilele de energie potenţială de torsiune au fost determinate prin scanarea unghiurilor
diedrale de interes. Parametrii diedrali au fost calculaţi prin minimizarea diferenţei dintre
QM şi MM PES în procesul de optimizare folosind metoda simulating annealing..
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Figure 3.3. Evoluţia în timp a razei de giraţie mediate pe ansamblu, respectiv distanţa între atomii
de azot terminali pentru PEI 14-mers and 26-mers la diferite fracţii de protonare.

Lanţuri PEI liniare în soluţie

Configuraţiile iniţiale elicoidale cu fracţie de protonare diferită 0, 1/4, 1/3, şi 1/2 pentru PEI
14, 26 şi 50-mers au fost folosite în simulările de dinamică moleculară. Figura 3.2 prezintă
imagini provenite de la o traiectorie tipică pentru 26-mers cu protonare 1/3, ilustrând lanţul
iniţial elicoidal şi două configuraţii intermediare ale lanţului PEI.

Dependenţa de timp a Rg şi De−e pentru diferite fracţii de protonare (egală cu 0 (ne-
protonat) - negru, 1/4 - albastru, 1/3 - verde, and 1/2 (alternativ protonat) - roşu) sunt
reprezentate în Fig. 3.3, unde cele mai compacte configuraţii corespund lanţurilor neproto-
nate. Valorile Rg şi De−e cresc cu creşterea lanţului, iar pentru o lungime dată cu cresterea
fracţiei de protonare.

Lungimea de persistenţă

În urma simulărilor, lungimea de persistenţă a lanţurilor liniare PEI are valoarea 4.81 Å.
Lungimea de persistenţă este în bună concordanţă cu valoarea obţinută de Lee et al. [6]
pentru polietilenoxid (4.3 Å). Figura 3.4 ne arată că modelul worm-like chain reproduce cu
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Figure 3.4. Dependenţa valorii medii pătratice a distanţei dintre atomii de azot terminali de lungimea
extinsă a polimerilor obţinuţi prin dinamică moleculară şi fitarea lor. Modelul worm-like chain
descrie foarte bine lanţurile PEI neprotonate.
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Figure 3.5. Funcţiile de distribuţie radiale ale atomilor de azot şi carbon pentru PEI 26 mers cu
atomii de oxigen ai apei (neprotonat - linie punctată şi lanţuri protonate 1/3 - linie continuă).

succes comportamentul lanţurilor neprotonate.

Funcţiile de distribuţie radiale

Funcţia de distribuţie radială descrie organizarea locală medie a atomilor. Din profilele RDF
reprezentate în Fig. 3.5, putem vedea diferite afinităţi ale atomilor de carbon şi azot pentru
atomii de oxigen ai apei. Prima şi a doua sferă de solvatare sunt foarte pronunţate pentru
specile de azot, dar pentru specile de carbon a doua sferă de solvatare nu este bine definită.
Atomii de oxigen ai apei sunt situaţi în medie mai aproape de speciile de azot decat de speciile
de carbon.
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Coeficientul de difuzie

Coeficientul de difuzie este o mărime utilizată pentru descrierea dinamicii polimerilor în
soluţie. Calculul acestora s-a realizat utilizând relaţia Einstein. Coeficientul de difuzie al
lanţurilor PEI descreşte atât cu lungimea lanţului şi cu fracţia de protonare.

Rezumat

Parametrizarea câmpului de forţe CHARMM pentru polietilenimină a fost prezentată bazat
pe articolul publicat [7]. Folosind procedura de parametrizare implementată în ffTK, am
determinat parametrii compatibili cu câmpul de forţe CHARMM36. Întregul set de date a
fost furnizat de calcule ab initio de înaltă calitate. Sarcinile parţiale atomice şi termenii pentru
legături, unghiuri şi unghiuri diedrale au fost ajustaţi consistent în procesul de parametrizare.

Sisteme eficiente pentru livrarea materialului genetic bazate pe polimei cationici sunt
esenţiale pentru implementarea terapiei genice în aplicaţii clinice. În acest sens, am folosit
de dinamică moleculară pentru investigarea lanţurilor PEI solvatate de diferite fractii de
protonare. Structurarea dinamică a fost caracterizată prin raza de girație, distanța dintre
atomii de azot terminali, lungimea de persistență, funcția de distribuție radială și coeficientul
de difuzie.

Raza de girație și distanța dintre atomii de azot terminali creşte cu mărimea lanțului
și protonarea. Orientarea moleculelor de apă în raport cu atomii de carbon şi azot este
dată de funcţiile de distribuţie radiale. Coeficienții de difuzie ai centrului de masă scad
atât cu lungimea lanțului, cât și cu fracţia de protonare și descriu foarte bine rezultatele
experimentale anterioare.
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Formarea complexului ADN-polietilenimină

Terapia genică

Cercetătorii au încercat de zeci de ani să ofere implementarea clinică a terapiei genice, dar
foarte puţini pacienți au primit tratament eficace. Terapia genică este concepută pentru a
introduce acizi nucleici în celule pentru a trata cancerul și diverse afecţiuni (imunologice,
neurologice și cardiovasculare) [1].

Figure 4.1. Formarea poliplex-ului PEI/ADN. Atomii de azot de la grupările amino protonate sunt
reprezentate cu sfere în albastru şi atomii de fosfor ai ADN-ului în roșu.
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Figure 4.2. Configuraţii initiale/intermediare ale unei traiectorii tipice pentru a) ADN (lanţul A -
roşu, lanţul B - albastru, b) lanţuri PEI şi c) amestec PEI/DNA. Moleculele de apă şi atomii de
clor sunt excluşi pentru claritate.

Vectori nonvirali de livrare de gene

Vectorii nonvirali asigură livrarea sigură a materialului genetic în celulele gazdă [2]. Dintre
toţi vectorii de gene nonvirali, polimerii cationici sunt cei mai utilizați vectorii nonvirali. Se
poate observa că amestecurile de polimeri cationici cu ADN formează poliplecşi (vezi Fig.
4.1). Polietilenimina este considerată unul dintre cei mai eficienţi polimeri cationici folosiți
pentru transferul de gene in vivo / vitro. Datorită densității mari a grupărilor de amino a
polimerilor, transfecția este foarte eficientă (efectul ”proton sponge”’). În această lucrare am
efectuat simulări MD atomistice pentru a studia interacțiunea lanțurilor PEI cu ADN-ul.

Formarea complecşilor dintre acizi nucleici şi polimeri sintetici

Am considerat 3 tipuri de sisteme, respectiv, (a) ADN solvatat (vezi Fig. 4.2a), (b) lanţuri
PEI solvatate (see Fig. 4.2b), şi (c) amestec ADN-PEI (vezi Fig. 4.2c).

Dependenţa de timp a razei de giraţie (Rg) pentru PEI20-mers in soluţie cu fracţie de
protonare 1/2 este ilustrată în Fig. 4.3, unde raza de giraţie medie este reprezentată cu
linia neagră. Această figură indică polimerul este iniţial rigid şi se compactează în decursul
simulării. Valoarea obţinută pentru lanţuri protonate alternativ PEI20-mers, şi anume 1.25±
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Figure 4.3. Evoluția în timp a razei de girație pentru 6 lanțuri protonate alternativ PEI 20-mers
extrase din 4 traiectorii independente. Media este reprezentată cu negru.

0.50 nm, este în concordanţă cu valoarea de 1.27 ± 0.56 nm, obţinută de Choudhury et al.
[3] prin simulări de dinamică moleculară. Rg medie a lanţurilor PEI în interacţiune cu ADN
este 12.65 Å .

Pentru a furniza caracterizarea lanţurilor PEI libere în soluţie şi a celor aflate în inter-
acţiune cu ADN-ul am comparat probabilitatea de distribuţie a Rg medie pentru lanţurile
PEI. Lanţurile PEI libere în soluţie prezintă un singur peak, care corespunde unei configuraţii
aleatoare. Distribuţia profilului pentru lanţuri PEI în interacţiune cu ADN prezintă un peak
la aproximativ 14 Å şi un peak adiţional, care corespunde valorilor Rg ale lanţurilor PEI
care interacţionează direct cu ADN (parte a poliplexului PEI/DNA). Lanţurile PEI libere în
soluţie contribuie la eficientizarea terapiei genice, sugerat de experimente [4].

Pentru a descrie electrostatica în jurul ADN şi rolul distribuţiei de sarcină a PEI, au fost
calculate distribuţiile cumulative de ioni în jurul ADN-ului. Prin urmare, mai mulţi ioni de
sodiu se află în jurul ADN-ului necomplexat decât în jurul celui complexat, ultimul atragând
mai mulţi ioni de clor. O descreştere în numărul ionilor de sodiu atraşi evidenţiază efectul de
ecranare a lanţurilor PEI asupra grupărilor fosfat aferente ADN-ului.

Rezumat

În acest capitol, procesul de auto-asamblare a PEI/ADN a fost descris prin simulări de dinam-
ică moleculară. Simulările confirmă că lanţurile PEI şi ADN formează poliplecşi PEI/ADN
datorită interacţiunilor electrostatice dintre grupările amino încarcate pozitiv şi grupările
fosfat încărcate negativ.
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Ne concentrăm asupra studiului comparativ dintre lanțurile PEI libere, respectiv ADN
liber în soluție și amestec PEI/ADN. Rezultatele noastre arată că unele din lanțurile PEI
protonate alternativ se leagă de ADN și prezintă o rază considerabil mai mare de girație în
comparație cu cele în formă liberă. S-a constatat că mai puțini ioni de sodiu sunt atraşi de
poliplecşi decât de ADN necomplexat.

Câmpul de forță dezvoltat permite înțelegerea la nivel atomistic a modului în care lanțurile
PEI interacționează cu ADN-ul. Pentru a arăta impactul protonării polimerului asupra
complexării dintre ADN și lanțurile PEI, am determinat numărul de grupări amino pro-
tonate/neprotonate în contact direct cu ADN-ul. Concluzionăm că îmbunătățirea sistemelor
de livrare a genelor necesită reglarea vectorilor nonvirali pe bază de PEI prin controlarea
precisă a parametrilor, cum ar fi protonarea și lungimea lanțurilor de polimeri.
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Proteinele NRas implicate în semnalizarea celulară

Proteinele NRas sunt implicate într-o serie de căi de transducţie implicate în diverse procese
biologice, care includ diferenţierea, creşterea şi proliferarea [1]. Mutaţiile punctuale găsite în
diferite căi de semnalizare sunt asociate cu aproximativ 30% din tipurile de cancer. Până în
prezent, un număr redus de studii care investighează rolul NRAS în cancer în contextul mod-
ificărilor genetice specifice. Din acest motiv, au fost realizate simulări de dinamică moleculară
pentru a studia implicaţia mutaţiilor proteinelor NRas care sunt ancorate în membrană.

Proteina NRas este ataşată de membrană prin intermediul a 2 modificări postranslaţionale
(palmitilare şi farnesilare). Pentru că studiile anterioare au fost focusate pe HRas şi KRas,
comportamentul structural al proteinei NRas inserate în membrană nu este foarte bine înţeles.
Orientarea proteinei relativ la membrană este dependentă de apariţia mutaţiei şi implică
schimbări în interacţiunile dintre lipide şi proteine, care duc la diferite distribuţii ale stărilor
confomaţionale. Investigaţiile noastre sunt focusate pe mutaţia G12V, care este predominantă
în NRas.

Proteinele Ras controlează activitatea căilor de semnalizare implicate în diverse procese
moleculare. Proteinele Ras funcţionează ca switch-uri binare, care oscilează intre starea activă
GTP-legat şi starea inactivă GDP-legat. Activitatea acestora este regulată de 2 clase de
proteine: GEF şi GAP [2].
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Figure 5.1. Structura secundară a domeniului G al proteinei NRas: colorat în albastru pentru he-
lix-uri şi galben pentru lanţurile beta. Regiunile funcţionale importante, switch I (magenta) şi switch
II (magenta), alături de P-loop (verde) sunt ilustrate.

Structura Ras

Proteinele Ras sunt compuse din 2 subunităţi: domeniul G şi regiunea hipervariabilă (HVR).
Domeniul G al proteinei Ras cuprinde 166 aminoacizi, cu structura secundară [3] alcătuită din
6 lanţuri beta şi 5 helix-uri (vezi Fig. 5.1). În plus, 3 regiuni mediază trecerea din starea activă
GTP-legat în starea inactivă GDP-legat [4]. P-loop (G1 region) este alcătuit din reziduurile
10-17, Switch I (G2 region) din reziduurile 25-40, iar Switch II din reziduurile 60-74.

Mecanismul de activare al proteinelor Ras implică legarea proteinelor GEF care trans-
formă proteina Ras în stare activă favorizând eliberarea GDP şi legarea GTP [5]. Deoarece
concentraţia în citoplasmă a GTP este de 10 ori mai ridicată decât în cazul GDP, aceasta
favorizeaza legarea GTP-ului de proteină. Astfel, proteina este transformată în stare actvă,
fapt ce permite legarea efectorilor de domeniul G, care duce la activarea diferitelor căi de
semnalizare.

Mutaţii punctuale Ras

Mutația punctuală reprezintă o substituție în proteină a unui aminoacid cu altul. Mutațiile
punctuale în proteinele Ras sunt asociate cu diferite tipuri de cancer. Mutațiile genei Ras
apar în peste 30% din toate cancerele umane. Cea mai comună mutație în NRas este G12V,
reprezentată de substituția aminoacidului la poziția 12, de la glicină la valină.
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Figure 5.2. Cele 2 configuraţii de pornire ale proteinei NRas în stare GDP-legat (stânga) şi GTP-le-
gat (dreapta). Cele 5 helix-uri sunt colorate în culori diferite, helix-urile beta în galben, modelul
membranar reprezentat în albastru cu atomii de fosfor în roz.

Orientarea NRas relativ la membrană

Traiectoriile proteinei în stare naturală NRas (WT) şi NRas cu mutaţie G12V (G12V) au
fost analizate prin studierea propietăţilor structurale. Structurile HRas reprezentative [6]
(orientare paralelă dominantă în HRas GTP-legat, respectiv perpendiculară pentru HRas
GDP-legat a domeniului G reprezentate în Fig. 5.2) au fost folosite ca structuri iniţiale pen-
tru toate simulările de dinamică moleculară. NRas WT prezintă o configuraţie predominant
paralelă în raport cu bistratul lipidic şi NRas G12V prezintă o orientare la un unghi de
45o-60o. Aceste orientări corespund la conformaţiile GTP-, respectiv GDP-legat obţinute din
simulări ale proteinei HRas [6], şi din experimente de spectroscopie IRRA ale proteinei NRas
inserate în bistratul lipidic (DPPC:DOPC:CHOL 50:25:25) [7, 8].

Stări conformaţionale

Cei trei izomeri ai proteinelor Ras adoptă 2 conformaţii diferite, cunoscută ca Starea 1 (inac-
tivă) şi Starea 2 (activă) [10]. Forma activă/inactivă se referă la interacţia specifică dintre Ras
şi efectori. Recent, Li et al. [9] au arătat că proteinele în stare naturală prezintă 2 substări ale
Stării 2: TYR32in şi TYR32out, unde primul este asociat cu interacţia dintre Ras şi efectori
şi al doilea cu afinitate pentru GAP. Din analiza simulărilor am identifcat existenţa tuturor
stărilor cunoscute (Starea 1 şi Starea 2 (TYR32in - TYROX , TYR32out - TYROZ)). Totodată,
am identificat o nouă substare a Stării 2, TYROY (vezi Fig. 5.3). Conformaţiile schematice
ale Stării 2 pentru proteina NRas sunt reprezentate în Fig. 5.3, unde cele 3 substări ale Stării
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Figure 5.3. NRas prezintă 3 substări conformaţionale ale stării 2, care sunt caracterizate de ori-
entarea diferită a reziduului Tyr32. Recent a fost propus că TYROX (albastru) corespunde la
Ras-Raf (procesul de transmitere de semnal), în timp ce TYROZ (roşu) la Ras-GAP (hidroliză
GTP amplificată) [9]. Propunem că TYROY (verde) corespunde unei stări transmiţătoare de sem-
nal. Proteina este reprezentată în gri, reziduul TYR32 şi molecula GTP cu sfere vdW. Săgeţile
ne indică orientarea diferită a reziduului TYR32 în cele 3 substări, cu vârful săgeţii către vârful
aminoacidului.

2 sunt caracterizate de orientarea diferită a reziduului TYR32: TYROX blochează cavitatea
în care este situat GTP, TYROZ este orientat în exterior şi TYROY este paralel cu cavitatea.

Alternanţa între stările TYROX şi TYROZ dispare, proteina NRas G12V rămânând blo-
cată în substarea TYROY (cu reziduul TYR32 orientat către reziduul ALA18). Această sub-
stare apare frecvent în prezenţa NRas G12V inserat în membrana celulară. Deoarece G12V
este o mutaţie oncogenă, propunem că noua substare TYROY a proteinei NRas blochează pro-
teina într-o stare permanent activă. Aceasta previne tranziţia în substarea TYROZ , legarea
GAP de Ras şi, prin urmare, creşterea ratei hidrolizei şi inactivarea Ras.

Rezumat

În cadrul acestui capitol, am realizat simulări de dinamică moleculară a unor bistraturi
lipidice ternar simetric, simplu şi complex asimetric. Bistraturile lipidice ternare reprezintă
cele mai simple modele care prezintă separaţie de fază şi sunt ideale pentru a fi folosite în
studiul proteinelor NRas ancorate în membrană.

În mod specific, am investigat popularea stărilor conformaţionale şi orientarea proteinelor
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NRas complexate cu guanosina tri-fosfat (GTP). Am arătat că orientarea domeniului G a
proteinei NRas WT şi NRas G12V corespunde la GTP-/GDP-legat H-/N-Ras WT. NRas
WT are o orientare predominant paralelă în raport cu membrana şi NRas G12V prezintă o
orientare la un unghi.

Am identificat toate stările conformaţionale aferente Ras cunoscute: Starea 2 (activă) şi
Starea 1 (inactivă). Rezultatele noastre obţinute prin dinamică moleculară ne indică apariţia
unei noi substări a stării 2 cu reziduul TYR32 orientat paralel cu cavitatea în care este situată
molecula GTP. Reziduul TYR32 este orientat diferit în cadrul celor 3 substări. Noua substare
apare cu predominanţă pentru proteinele NRas inserate în membrană în prezenţa mutaţiei
G12V. Pentru că mutaţia G12V este oncogenică şi pentru că în simulări conformaţia aferentă
GAP legat de Ras nu apare, propunem că noua substare este aferentă unei conformaţii
aferente prezenţei efectorilor. Prin urmare, fără amplificarea hidrolizei de GAP, proteina
NRas G12V rămâne permanent activă.
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Concluzii

Teza este organizată în trei părți principale. Prima parte prezintă o nouă parametrizare
a câmpului de forță CHARMM pentru polietilenimină (PEI). Am dezvoltat un câmp de
forțe realist pentru PEI, riguros derivat din calcule ab initio de înaltă calitate. Abilitatea
acestui câmp de forțe pentru PEI de a descrie atât lanţurile neprotonate cât și cele protonate
permite simularea realistă a lanțurilor PEI împreună cu acizi nucleici, lipide sau proteine. Am
investigat structura dinamică a lanțurilor PEI solvatate cu diferite fracţii de protonare, în
termeni de parametri sintetici. Câmpul de forțe dezvoltat reprezintă o piatră de temelie pentru
eforturile viitoare de dezvoltare a câmpurilor de forțe atomistice care descriu cu acuratețe o
gamă largă de sisteme complexe biomoleculare.

În cea de-a doua parte, este prezentată o nouă perspectivă asupra comportamentului
atomistic al poliplex-ului PEI/ADN, care vizează îmbunătăţirea vectorilor nonvirali bazaţi
pe lanţuri PEI, utilizând simulări de dinamică moleculară. Distribuția particulară a sarcinii
de-a lungul lanţurilor PEI determină interacțiunea electrostatică dintre ADN-ul încărcat
negativ și lanțurile PEI încărcate pozitiv, cât și formarea unor poliplecși. Comportamentul
de legare a site-urilor de interacțiune încărcate ale lanțurilor PEI și ale ADN-ului extind
domeniul polimerilor cationici, permițând un design îmbunătățit al protocoalelor de livrare
de gene.

Partea a treia se referă la proteinele NRas care reprezintă principala cauză a melanomu-
lui, cancerului tiroidian și leucemiei. Am folosit simulări de dinamică moleculară pentru
a investiga popularea stărilor conformaţionale şi orientarea proteinelor NRas complexate
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cu guanosina tri-fosfat (GTP) ancorate în membrană. Orientarea domeniului catalitic (G-
domain) al proteinei NRas naturale (WT) este paralelă cu membrana, contrar cazului G12V,
care este la un unghi faţă de membrană şi corespunde stării GDP-legate a NRas. Simulările
de dinamică moleculară realizate au trecut prin toate stările conformaţionale cunoscute ante-
rior: starea 1 (inactivă) și starea 2 (activă). Totodată, am identificat o nouă substare a stării
2, cele 3 substări ale stării 2 fiind caracterizate de orientarea diferită a reziduului tirozină sit-
uat în poziţia 32: o substare orientată către reziduul glicină situat în poziţia 12 (oncogenic),
perpendicular pe “buzunarul” GTP, una paralel cu acesta, orientată catre reziduul alanină
situat în poziţia 18 şi una în afara proteinei, perpendiculară pe planul celorlate două orien-
tări. Mai mult, am găsit că popularea acestei noi stări conformaţionale este predominantă
în prezenţa mutaţiei oncogenice (G12V). Considerând că această mutaţie este oncogenică
şi că în simulările realizate substarea corespunzătoare hidrolizei GTP nu este prezentă in
cazul mutaţiei (în contrast cu proteina în stare naturală), postulăm că noua substare este
transmiţătoare de semnal.

Perspective

Dezvoltarea unui câmp de forţe semiatomistic pentru PEI va contribui la dezvoltarea dome-
niului polimerilor sintetici permiţând efectuarea simulărilor de dinamică moleculară la scară
largă. Invesigaţiile semi-atomistice a poliplex-ului PEI/ADN au ca scop eficientizarea proce-
sului de condensare. Mai mult, dezvoltarea unui câmp de forţe atomistic pentru PEI ramificat
va oferi modele de arhitecturi optime ale polimerilor cationici pentru a exploata potenţialul
acestora ca vectori nonvirali.

De-a lungul ultimei linii de cercetare, urmărim dezvoltarea unei noi abordări privind
identificarea potențialelor medicamente împotriva proteinelor oncogenice Ras. Vom investiga
dinamica asocierii proteinei complete NRas complexate cu guanosina tri-fosfat (GTP) pentru
a determina site-urile de legare cu tăria corespunzătoare. Rezultatele ar putea fi utilizate
pentru a proiecta noi medicamente necesare pentru prevenirea asocierii proteinelor oncogenice
Ras. Altă direcție de cercetare va include calcule de energie liberă, și anume potențialul
profilului de forţă medie (PMF) pentru tranziția dintre substările active corespunzătoare
NRas.
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