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Introducere

Solutionarea provocarilor societale (in special bioeconomie, securitate, energie, transport,
spatiu, ecoinovare) va depinde, in cele din urma, de dezvoltarea sectorului sanatatii. Deoarece
domeniile cheie de cercetare pentru cercetarea in domeniul sanatatii se schimba si se dez-
volta rapid, cercetarea cancerului ramane un subiect prioritar. Biofizica moderna si biolo-
gia moleculara ofera cunostinte importante in medicina (o provocare centrala este de a in-
vestiga comportamentul biomoleculelor). Caracterizarea dinamicii structurale a sistemelor
moleculare permite descrierea detaliata a fenomenelor biologice. Descoperirea, dezvoltarea
si furnizarea de medicamente pentru a dezvolta de noi strategii terapeutice pentru trata-
mentul diverselor afectiuni, prin utilizarea interfetei dintre fizica si biologie pentru a obtine
o mai buna intelegere a moleculelor si a semnalizarii celulare, au un mare impact asupra
provocarilor majore din sanatatea globala.

Dinamica moleculara (MD) permite caracterizarea inaccesibila experimental a proceselor
dinamice la rezolutie atomica. Mai mult, datorita disponibilitatii acesteia, apar noi perspec-
tive legate de mecanismele implicate In diverse afectiuni. Pe de alta parte, simularile MD au
potentialul de a extinde cunostintele privind mecanismele tinta pentru biomolecule si com-
portamentul proteinelor oncogenice. Foarte adesea, proteinele mutante sunt identificate, dar
nu este clar cum sunt legate de afectiunile specifice.

Aceasta teza este organizata dupa cum urmeaza. Capitolul 1 reprezinta introducerea.
Capitolul 2 descrie principalele aspecte ale metodologiei de simulare MD. Este prezentata o

descriere detaliata a ecuatiilor de miscare si a diferitelor ansambluri termodinamice utilizate
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pentru modelarea conditiilor din viata reala. Mentionam in mod special programele software
MD utilizate pe scara larga de catre cercetatori pentru a simula diferite sisteme complexe
biomoleculare. In acest capitol sunt prezentate elementele definitorii ale cAmpurilor de forta
din mecanica moleculara.

Capitolul 3 descrie functia de energie potentiala a campului de forta CHARMM si, in
particular, descrierea dezvoltarii cAmpului de forte pentru polietilenimina (PEI). Campul
de forta atomistic a fost parametrizat pentru a reproduce proprietatile structurale si di-
namica lanturilor de polimeri in solutie. Este prezentata optimizarea sarcinilor atomice si a
parametrilor pentru legaturi, unghiuri si unghiuri diedrale. Simularile atomistice MD ne-au
permis sa studiem influenta dimensiunii lantului PEI si a fractiei de protonare asupra struc-
turarii dinamice descrise in termeni de raza de giratie, distanta Intre atomii de azot terminali,
lungime de persistenta, functii de distributie radiala si coeficientii de difuzie. Rezultatele sunt
in concordanta foarte buna cu datele experimentale.

Capitolul 4 se concentreaza pe simulari ale polimerilor cationici ca vectori genetici si
urmaresc reducerea considerabila a incercarilor experimentale de a dezvolta noi vectori ge-
netici. Am considerat un lant PEI protonat alternativ ca polimer reprezentativ utilizat pentru
a descrie complexarea dintre lanturile PEI si lantul ADN. Simularile MD ale amestecurilor
PEI/ADN au fost efectuate la nivel atomistic pentru a intelege procesele implicate in livrarea
materialului genetic. Am descris modul de legare a ADN-ului cu lanturi PEI, strans legate de
interactiunile electrostatice dintre gruparile amino incarcate pozitiv (lanturi PEI) cu gruparile
fosfat incarcate negativ (ADN).

In capitolul 5, sunt descrise structura si compozitia membranelor biologice (mai exact
lipide si proteine, care reprezinta aproape toata masa membranelor). Aici, prezentam com-
parativ trei tipuri de modele de membrane de la simple la complexe si motivam utilizarea
modelelor membranare folosite in studiul proteinelor ancorate in membrani. In acest capitol
este prezentata o descriere detaliata a nanodomneniilor, a nanoclusterelor si a mecanismului
de semnalizare celulara. Ulterior, ne concentram asupra proteinelor Ras, rezumand caracter-
isticile generale si studiind popularea starilor conformationale si orientarea proteinei NRas.

Simularile si rezultatele din aceste trei capitole au fost publicate sau sunt in curs de
publicare. Structura generala a articolelor este pastrata in capitolele tezei, astfel incat fiecare
capitol contine o scurta introducere, detalii de simulare, rezultate, concluzii si bibliografie.

In capitolul 6, rezumam contributiile tezei si prezentam perspectivele de cercetare.
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Dinamica moleculara

Dinamica moleculara (MD) este unul dintre instrumentele principale utilizate pentru studierea
comportamentului sistemelor la nivel microscopic. Aceasta metodologie computationala este
utilizata ca o completare a masuratorilor RMN si a cristalografiei de raze X pentru a investiga
flexibilitatea structurald a sistemelor moleculare. In cadrul simuldrilor MD clasice, prin inte-
grarea ecuatiilor de miscare se obtin traiectorii care permit studierea sistemelor alcatuite din
mai multe particule. Din aceste traiectorii, se poate studia o mare varietate de proprietati,
inclusiv termodinamice si alte cantitati macroscopice, care pot fi validate prin comparatie cu

rezultatele experimentale.

Reprezentare atomistica

Reprezentarea atomistica este o descriere detaliata la nivel de atom a unui sistem, care
modeleaza comportamentul colectiv al atomilor componenti. Fiecare atom dintr-o molecula
este considerat ca un punct, cu masa si sarcina specifica. Campurile de forte difera prin modul
de parametrizare (derivate din date experimentale si /sau din calcule ab-initio). Pentru a
reduce numarul de parametri si a dezvolta campuri de forta transferabile, parametrii sunt
calculati din molecule mici care sunt subunitati ale moleculelor de interes.

Energia potentiala a campului de forte CHARMM ia in considerare contributia interac-

tiunilor legate,
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Reprezentare semi-atomistica

Sistemele complexe biomoleculare, care includ proteine inserate in membrana, sunt dificil de
investigat prin simulari atomistice. Scala de timp a proceselor biologice necesita extinderea
dramatics a timpului de simulare. In acest sens, simulirile semi-atomistice (CG) utilizeazs o
reprezentare simplificata a sistemelor, care permite simulari lungi de ordinul microsecundelor.
Modelele CG derivate din campurile de forta atomistice reproduc in mod realist comporta-
mentul fizic al modelelor atomistice. Descrierea CG a unui sistem biomolecular se refera la
pseudo-atomi si este o reprezentare la rezolutie mai mica decat cea atomistica. Deoarece
fiecare bead CG este compus din grupuri intregi de atomi se reduce numarul de site-uri de
interactie, Imbunatatind astfel viteza de simulare. Energia potentiala a campului de forte

CG defineste interactiunea dintre bead-uri.

Referinte

[1] K. Vanommeslaeghe, E. Hatcher, C. Acharya, S. Kundu, S. Zhong, J. Shim, E. Darian,
O. Guvench, P. Lopes, I. Vorobyov, MacKerell, A. D., J. Comput. Chem., 31 (2010),
671.

[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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Polietilenimina

Parametrizarea campului de forte CHARMM

Campul de forte (FF) este construit prin parametrizarea energiei potentiale folosind calcule
ab initio, date experimentale sau ambele. Ca un pas indispensabil pentru realizarea simularilor
PEI realiste, parametrii CHARMM FF pentru lanturi PEI protonate/neprotonate au fost
derivati prin fitarea datelor obtinute din calcule ab initio cu cele obtinute prin mecanica
moleculara. Pentru a dezvolta parametri compatibili cu CHARMM, pluginul ffTK (Force
Field Tool Kit) [1] distribuit ca parte a pachetului software de modelare moleculara VMD
[2] a fost utilizat pentru a gestiona procesul de ajustare a parametrilor FF. Dezvoltarea FF
implica definirea reziduurilor functionale si a tipurilor de atomi care au un nume caracteristic,
masa si sarcina specifica. In procesul de parametrizare s-au utilizat doua modele tetramerice
liniare: PEI4p0 - neprotonat (vezi Fig. 3.1a) si PEI4pl - protonat la azotul central (vezi Fig.
3.1b).

Definirea noilor tipuri de atomi in constructia FF este cruciala: NH2 — atom de azot
aferent gruparii NH2; HN2 — atom de hidrogen aferent gruparii NH2; NH1 — atom de azot
aferent gruparii NH; HN1 — atom de hidrogen aferent gruparii NH1; NH2P — atom de azot
aferent gruparii NH21; HN2P — atom de hidrogen aferent gruparii 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 utilizati in parametrizarea campului de forte CHARMM pentru PEI:
a) PEI4p0 neprotonat si b) PEI4pl protonat la azotul central. Primul polimer model contine 3
reziduuri neprotonate PEIL, unul la inceputul lantului PEA si un patch terminal PEZ. Al doilea
polimer model este construit folosind un reziduu PEA, unul neprotonat PEI, doua reziduuri PEP si
PEQ care poseda impreuna sarcina unitara 1 si patch-ul PEZ. Modelele PEI sunt reprezentate cu
sfere (atomul de azot este reprezentat cu culoarea roz, atomii de carbon cu gri si atomii de hidrogen

corespunzatori cu alb).

Am definit urmatoarele tipuri de reziduuri functionale: PEI — monomerul CH2-CH2-NH
neprotonat; PEP — monomerul CH2-CH2-NH2+ neprotonat; PEQ — monomerul care leaga
reziduurile PEI si PEP; PEA — gruparea NH2 de la inceputul lantului, PEZ — patch de la
sfargitul lantului care inlocuieste NH cu NH2. Reziduurile PEP si PEQ asigura o tranzitie
graduala a sarcinii de pe reziduurile protonate pe cele neprotonate, secventa (CH2X-CH2P-
NH2)-(CH2P-CH2X-NH1).

Parametrii aferenti sarcinilor, legaturilor, unghiurilor si unghiurilor diedrale au fost opti-
mizati folosind procedura implementats in ffTK. In cazul parametrilor comuni a modelului
neprotonat PEI4p0 si a modelului protonat PEI4p1 au fost luati in considerare cei din mod-

elul neprotonat.

Parametrii Lennard Jones

Parametrii aferenti interactiunilor nelegate au fost atribuiti fiecarui tip de atom dupa tipuri

similare provenite din CGenFF [3].
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Figure 3.2. (a) Configuratia initiala, respectiv (b), (c) configuratii intermediare ale unei traiectorii
tipice pentru lanturi helicoidale solvatate PEI26-mers cu fractie de protonare 1/3. Lanturile PEI si

ionii de clor sunt reprezentati cu sfere.

Sarcinile atomice partiale

Sarcinile atomice partiale ale CHARMM FF reproduc interactiunile QM cu o singura molecula
de apa de tip TIP3P [4] plasata in pozitii reprezentative. Folosind metodologia CHARMM,
atomii componenti ai polimerilor model PEI sunt atribuiti unei liste de acceptori, donori
sau ambele. Profilele de interactie sunt calculate caracterizand interactiunile complecsilor
formati de polimerul model PEI si cate o molecula de apa folosind calcule la nivelul de teorie
HF/6-31G(d) cu ajutorul programului Gaussian. Sarcinile rezultate din calculele ab initio au
fost modificate in limita a 5%, pentru a construi reziduuri functionale independente. Sarcina

cumulata a reziduurilor PEP si PEQ este 1.

Optimizarea parametrilor pentru legaturi si unghiuri

Comparatia intre matricile hessiene dintre QM si MM calculate in coordonate interne furnizeaza
valorile de echilibru pentru legaturi si unghiuri. Calculul suprafetei de energie potentiala
(PES) a fost facut prin generarea de mici distorsiuni de-a lungul legaturilor si unghiurilor.
MM PES locala a fost evaluata folosind parametri pentru legaturi si unghiuri pentru fiecare

conformatie.

Optimizarea parametrilor diedrali

Profilele de energie potentiala de torsiune au fost determinate prin scanarea unghiurilor
diedrale de interes. Parametrii diedrali au fost calculati prin minimizarea diferentei dintre

QM si MM PES in procesul de optimizare folosind metoda simulating annealing..
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Figure 3.3. Evolutia in timp a razei de giratie mediate pe ansamblu, respectiv distanta intre atomii

de azot terminali pentru PEI 14-mers and 26-mers la diferite fractii de protonare.

Lanturi PEI liniare in solutie

Configuratiile initiale elicoidale cu fractie de protonare diferita 0, 1/4, 1/3, si 1/2 pentru PEI
14, 26 i 50-mers au fost folosite in simularile de dinamica moleculara. Figura 3.2 prezinta
imagini provenite de la o traiectorie tipica pentru 26-mers cu protonare 1/3, ilustrand lantul
initial elicoidal si doua configuratii intermediare ale lantului PEIL.

Dependenta de timp a R, si D._. pentru diferite fractii de protonare (egala cu 0 (ne-
protonat) - negru, 1/4 - albastru, 1/3 - verde, and 1/2 (alternativ protonat) - rogu) sunt
reprezentate in Fig. 3.3, unde cele mai compacte configuratii corespund lanturilor neproto-
nate. Valorile R, si D._. cresc cu cresterea lantului, iar pentru o lungime data cu cresterea

fractiei de protonare.

Lungimea de persistenta

In urma simuldrilor, lungimea de persistentd a lanturilor liniare PEI are valoarea 4.81 A.
Lungimea de persistenta este in buna concordanta cu valoarea obtinutd de Lee et al. [6]

pentru polietilenoxid (4.3 A). Figura 3.4 ne arata ca modelul worm-like chain reproduce cu
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Figure 3.4. Dependenta valorii medii patratice a distantei dintre atomii de azot terminali de lungimea

extinsd a polimerilor obtinuti prin dinamicd moleculara si fitarea lor. Modelul worm-like chain

descrie foarte bine lanturile PEI neprotonate.
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Figure 3.5. Functiile de distributie radiale ale atomilor de azot si carbon pentru PEI 26 mers cu

atomii de oxigen ai apei (neprotonat - linie punctata si lanturi protonate 1/3 - linie continud).

succes comportamentul lanturilor neprotonate.

Functiile de distributie radiale

Functia de distributie radiala descrie organizarea locala medie a atomilor. Din profilele RDF

reprezentate in Fig. 3.5, putem vedea diferite afinitati ale atomilor de carbon si azot pentru

atomii de oxigen ai apei. Prima si a doua sfera de solvatare sunt foarte pronuntate pentru

specile de azot, dar pentru specile de carbon a doua sfera de solvatare nu este bine definita.

Atomii de oxigen ai apei sunt situati in medie mai aproape de speciile de azot decat de speciile

de carbon.
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Coeficientul de difuzie

Coeficientul de difuzie este o marime utilizata pentru descrierea dinamicii polimerilor in
solutie. Calculul acestora s-a realizat utilizand relatia Einstein. Coeficientul de difuzie al

lanturilor PEI descreste atat cu lungimea lantului si cu fractia de protonare.

Rezumat

Parametrizarea campului de forte CHARMM pentru polietilenimina a fost prezentata bazat
pe articolul publicat [7]. Folosind procedura de parametrizare implementata in ffTK, am
determinat parametrii compatibili cu campul de forte CHARMMS36. Intregul set de date a
fost furnizat de calcule ab initio de Tnalta calitate. Sarcinile partiale atomice si termenii pentru
legaturi, unghiuri si unghiuri diedrale au fost ajustati consistent in procesul de parametrizare.

Sisteme eficiente pentru livrarea materialului genetic bazate pe polimei cationici sunt
esentiale pentru implementarea terapiei genice in aplicatii clinice. In acest sens, am folosit
de dinamica moleculara pentru investigarea lanturilor PEI solvatate de diferite fractii de
protonare. Structurarea dinamica a fost caracterizata prin raza de giratie, distanta dintre
atomii de azot terminali, lungimea de persistenta, functia de distributie radiala si coeficientul
de difuzie.

Raza de giratie si distanta dintre atomii de azot terminali creste cu marimea lantului
si protonarea. Orientarea moleculelor de apa In raport cu atomii de carbon si azot este
data de functiile de distributie radiale. Coeficientii de difuzie ai centrului de masa scad
atat cu lungimea lantului, cat si cu fractia de protonare si descriu foarte bine rezultatele

experimentale anterioare.

Referinte
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Formarea complexului ADN-polietilenimina

Terapia genica

Cercetatorii au incercat de zeci de ani sa ofere implementarea clinica a terapiei genice, dar
foarte putini pacienti au primit tratament eficace. Terapia genica este conceputa pentru a
introduce acizi nucleici in celule pentru a trata cancerul si diverse afectiuni (imunologice,

neurologice si cardiovasculare) [1].

Figure 4.1. Formarea poliplex-ului PEI/ADN. Atomii de azot de la gruparile amino protonate sunt

reprezentate cu sfere in albastru si atomii de fosfor ai ADN-ului in rosu.
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a) DNA strand b) 6 PEI chains c) PEI/DNA mixtures
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Figure 4.2. Configuratii initiale/intermediare ale unei traiectorii tipice pentru a) ADN (lantul A -
rosu, lantul B - albastru, b) lanturi PEI si ¢) amestec PEI/DNA. Moleculele de apa si atomii de

clor sunt exclusi pentru claritate.
Vectori nonvirali de livrare de gene

Vectorii nonvirali asigura livrarea sigura a materialului genetic in celulele gazda [2]. Dintre
toti vectorii de gene nonvirali, polimerii cationici sunt cei mai utilizati vectorii nonvirali. Se
poate observa ca amestecurile de polimeri cationici cu ADN formeaza poliplecsi (vezi Fig.
4.1). Polietilenimina este considerata unul dintre cei mai eficienti polimeri cationici folositi
pentru transferul de gene in vivo / vitro. Datorita densitatii mari a gruparilor de amino a
polimerilor, transfectia este foarte eficienta (efectul "proton sponge”™’). In aceastd lucrare am

efectuat simulari MD atomistice pentru a studia interactiunea lanturilor PEI cu ADN-ul.

Formarea complecsilor dintre acizi nucleici si polimeri sintetici

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

Dependenta de timp a razei de giratie (R,) pentru PEI20-mers in solutie cu fractie de
protonare 1/2 este ilustrata in Fig. 4.3, unde raza de giratie medie este reprezentata cu
linia neagra. Aceasta figura indica polimerul este initial rigid si se compacteaza in decursul

simularii. Valoarea obtinuta pentru lanturi protonate alternativ PEI20-mers, i anume 1.254+
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Figure 4.3. Evolutia In timp a razei de giratie pentru 6 lanturi protonate alternativ PEI 20-mers

extrase din 4 traiectorii independente. Media este reprezentata cu negru.

0.50 nm, este In concordanta cu valoarea de 1.27 £ 0.56 nm, obtinuta de Choudhury et al.
[3] prin simulari de dinamica moleculara. R, medie a lanturilor PEI in interactiune cu ADN
este 12.65 A .

Pentru a furniza caracterizarea lanturilor PEI libere in solutie si a celor aflate in inter-
actiune cu ADN-ul am comparat probabilitatea de distributie a R, medie pentru lanturile
PEIL Lanturile PEI libere in solutie prezinta un singur peak, care corespunde unei configuratjii
aleatoare. Distributia profilului pentru lanturi PEI in interactiune cu ADN prezinta un peak
la aproximativ 14 A gi un peak aditional, care corespunde valorilor R, ale lanturilor PEI
care interactioneaza direct cu ADN (parte a poliplexului PEI/DNA). Lanturile PEI libere in
solutie contribuie la eficientizarea terapiei genice, sugerat de experimente [4].

Pentru a descrie electrostatica in jurul ADN si rolul distributiei de sarcina a PEI, au fost
calculate distributiile cumulative de ioni in jurul ADN-ului. Prin urmare, mai multi ioni de
sodiu se afla in jurul ADN-ului necomplexat decat in jurul celui complexat, ultimul atragand
mai multi ioni de clor. O descregtere in numarul ionilor de sodiu atragi evidentiaza efectul de

ecranare a lanturilor PEI asupra gruparilor fosfat aferente ADN-ului.

Rezumat

In acest capitol, procesul de auto-asamblare a PEI/ADN a fost descris prin simuliri de dinam-
ica moleculara. Simularile confirma ca lanturile PEI gsi ADN formeaza poliplecsi PEI/ADN
datorita interactiunilor electrostatice dintre gruparile amino Incarcate pozitiv si gruparile

fosfat Incarcate negativ.
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Ne concentram asupra studiului comparativ dintre lanturile PEI libere, respectiv ADN
liber in solutie si amestec PEI/ADN. Rezultatele noastre arata ca unele din lanturile PEI
protonate alternativ se leaga de ADN si prezinta o raza considerabil mai mare de giratie in
comparatie cu cele in forma libera. S-a constatat ca mai putini ioni de sodiu sunt atragi de
poliplecsi decat de ADN necomplexat.

Campul de forta dezvoltat permite intelegerea la nivel atomistic a modului in care lanturile
PEI interactioneaza cu ADN-ul. Pentru a arata impactul protonarii polimerului asupra
complexarii dintre ADN si lanturile PEI, am determinat numarul de grupari amino pro-
tonate/neprotonate in contact direct cu ADN-ul. Concluzionam ca imbunatatirea sistemelor
de livrare a genelor necesita reglarea vectorilor nonvirali pe baza de PEI prin controlarea

precisa a parametrilor, cum ar fi protonarea si lungimea lanturilor de polimeri.
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Proteinele NRas implicate In semnalizarea celulara

Proteinele NRas sunt implicate intr-o serie de cai de transductie implicate in diverse procese
biologice, care includ diferentierea, cregterea gi proliferarea [1]. Mutatiile punctuale gasite in
diferite cai de semnalizare sunt asociate cu aproximativ 30% din tipurile de cancer. Pana in
prezent, un numar redus de studii care investigheaza rolul NRAS in cancer in contextul mod-
ificarilor genetice specifice. Din acest motiv, au fost realizate simulari de dinamica moleculara
pentru a studia implicatia mutatiilor proteinelor NRas care sunt ancorate in membrana.

Proteina NRas este atagata de membrana prin intermediul a 2 modificari postranslationale
(palmitilare gi farnesilare). Pentru ca studiile anterioare au fost focusate pe HRas si KRas,
comportamentul structural al proteinei NRas inserate in membrana nu este foarte bine inteles.
Orientarea proteinei relativ la membrana este dependenta de aparitia mutatiei si implica
schimbari In interactiunile dintre lipide si proteine, care duc la diferite distributii ale starilor
confomationale. Investigatiile noastre sunt focusate pe mutatia G12V, care este predominanta
in NRas.

Proteinele Ras controleaza activitatea cailor de semnalizare implicate in diverse procese
moleculare. Proteinele Ras functioneaza ca switch-uri binare, care oscileaza intre starea activa
GTP-legat si starea inactiva GDP-legat. Activitatea acestora este regulata de 2 clase de
proteine: GEF si GAP [2].
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Figure 5.1. Structura secundara a domeniului G al proteinei NRas: colorat in albastru pentru he-
lix-uri si galben pentru lanturile beta. Regiunile functionale importante, switch I (magenta) si switch

IT (magenta), alaturi de P-loop (verde) sunt ilustrate.

Structura Ras

Proteinele Ras sunt compuse din 2 subunitati: domeniul G si regiunea hipervariabila (HVR).
Domeniul G al proteinei Ras cuprinde 166 aminoacizi, cu structura secundara [3] alcatuita din
6 lanturi beta si 5 helix-uri (vezi Fig. 5.1). In plus, 3 regiuni mediaza trecerea din starea activa
GTP-legat in starea inactiva GDP-legat [4]. P-loop (G1 region) este alcatuit 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 implica legarea proteinelor GEF care trans-
forma proteina Ras in stare activa favorizand eliberarea GDP si legarea GTP [5]. Deoarece
concentratia in citoplasma a GTP este de 10 ori mai ridicata decat in cazul GDP, aceasta
favorizeaza legarea GTP-ului de proteina. Astfel, proteina este transformata in stare actva,
fapt ce permite legarea efectorilor de domeniul G, care duce la activarea diferitelor cai de

semnalizare.

Mutatii punctuale Ras

Mutatia punctuala reprezinta o substitutie in proteina a unui aminoacid cu altul. Mutatiile
punctuale In proteinele Ras sunt asociate cu diferite tipuri de cancer. Mutatiile genei Ras
apar in peste 30% din toate cancerele umane. Cea mai comuna mutatie in NRas este G12V,

reprezentata de substitutia aminoacidului la pozitia 12, de la glicina la valina.
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Figure 5.2. Cele 2 configuratii de pornire ale proteinei NRas in stare GDP-legat (stdnga) si GTP-le-
gat (dreapta). Cele 5 helix-uri sunt colorate in culori diferite, helix-urile beta in galben, modelul

membranar reprezentat in albastru cu atomii de fosfor in roz.

Orientarea NRas relativ la membrana

Traiectoriile proteinei in stare naturala NRas (WT) si NRas cu mutatie G12V (G12V) au
fost analizate prin studierea propietatilor structurale. Structurile HRas reprezentative [6]
(orientare paralela dominanta in HRas GTP-legat, respectiv perpendiculara pentru HRas
GDP-legat a domeniului G reprezentate in Fig. 5.2) au fost folosite ca structuri initiale pen-
tru toate simularile de dinamica moleculara. NRas W'T prezinta o configuratie predominant
paralela in raport cu bistratul lipidic si NRas G12V prezinta o orientare la un unghi de
45°-60°. Aceste orientari corespund la conformatiile GTP-, respectiv GDP-legat obtinute din
simulari ale proteinei HRas [6], si din experimente de spectroscopie IRRA ale proteinei NRas
inserate in bistratul lipidic (DPPC:DOPC:CHOL 50:25:25) [7, §].

Stari conformationale

Cei trei izomeri ai proteinelor Ras adopta 2 conformatii diferite, cunoscuta ca Starea 1 (inac-
tiva) si Starea 2 (activa) [10]. Forma activa/inactiva se refera la interactia specifica dintre Ras
si efectori. Recent, Li et al. [9] au aratat ca proteinele in stare naturald prezinta 2 substari ale
Starii 2: TYR32;, si TYR32,,:, unde primul este asociat cu interactia dintre Ras gi efectori
si al doilea cu afinitate pentru GAP. Din analiza simularilor am identifcat existenta tuturor
starilor cunoscute (Starea 1 si Starea 2 (TYR32;, - TYRox, TYR32,.: - TYRoz)). Totodata,
am identificat o noua substare a Starii 2, TYRoy (vezi Fig. 5.3). Conformatiile schematice

ale Starii 2 pentru proteina NRas sunt reprezentate in Fig. 5.3, unde cele 3 substari ale Starii
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Figure 5.3. NRas prezinta 3 substari conformationale ale starii 2, care sunt caracterizate de ori-
entarea diferitd a reziduului Tyr32. Recent a fost propus ca TYRpx (albastru) corespunde la
Ras-Raf (procesul de transmitere de semnal), in timp ce TYRpz (rosu) la Ras-GAP (hidroliza
GTP amplificata) [9]. Propunem ca TYRpy (verde) corespunde unei stari transmitatoare de sem-
nal. Proteina este reprezentata in gri, reziduul TYR32 si molecula GTP cu sfere vdW. Sagetile
ne indica orientarea diferita a reziduului TYR32 in cele 3 substari, cu varful sagetii catre varful

aminoacidului.

2 sunt caracterizate de orientarea diferita a reziduului TYR32: TYRox blocheaza cavitatea
in care este situat GTP, TYRpz este orientat in exterior si TYRpy este paralel cu cavitatea.

Alternanta intre starile TYRopx si TYRpz dispare, proteina NRas G12V raméanand blo-
cata in substarea TYRpy (cu reziduul TYR32 orientat catre reziduul ALA18). Aceasta sub-
stare apare frecvent in prezenta NRas G12V inserat in membrana celulara. Deoarece G12V
este o mutatie oncogena, propunem ca noua substare TYRpy a proteinei NRas blocheaza pro-
teina Intr-o stare permanent activa. Aceasta previne tranzitia in substarea TYRp, legarea

GAP de Ras i, prin urmare, cresgterea ratei hidrolizei si inactivarea Ras.

Rezumat

In cadrul acestui capitol, am realizat simuliri de dinamici moleculard a unor bistraturi
lipidice ternar simetric, simplu si complex asimetric. Bistraturile lipidice ternare reprezinta
cele mai simple modele care prezinta separatie de faza si sunt ideale pentru a fi folosite in
studiul proteinelor NRas ancorate in membrana.

In mod specific, am investigat popularea starilor conformationale si orientarea proteinelor
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NRas complexate cu guanosina tri-fosfat (GTP). Am ardtat ca orientarea domeniului G a
proteinei NRas WT gi NRas G12V corespunde la GTP-/GDP-legat H-/N-Ras WT. NRas
WT are o orientare predominant paralela in raport cu membrana si NRas G12V prezinta o
orientare la un unghi.

Am identificat toate starile conformationale aferente Ras cunoscute: Starea 2 (activa) si
Starea 1 (inactiva). Rezultatele noastre obtinute prin dinamica moleculara ne indica aparitia
unei noi substari a starii 2 cu reziduul TYR32 orientat paralel cu cavitatea in care este situata
molecula GTP. Reziduul TYRS32 este orientat diferit in cadrul celor 3 substari. Noua substare
apare cu predominanta pentru proteinele NRas inserate in membrana in prezenta mutatiei
G12V. Pentru ca mutatia G12V este oncogenica si pentru ca in simulari conformatia aferenta
GAP legat de Ras nu apare, propunem ca noua substare este aferenta unei conformatii
aferente prezentei efectorilor. Prin urmare, fara amplificarea hidrolizei de GAP, proteina

NRas G12V ramane permanent activa.
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Concluzii

Teza este organizata in trei parti principale. Prima parte prezinta o noua parametrizare
a cAmpului de forta CHARMM pentru polietilenimina (PEI). Am dezvoltat un cdmp de
forte realist pentru PEI, riguros derivat din calcule ab initio de inalta calitate. Abilitatea
acestui camp de forte pentru PEI de a descrie atat lanturile neprotonate cat si cele protonate
permite simularea realista a lanturilor PEI impreuna cu acizi nucleici, lipide sau proteine. Am
investigat structura dinamica a lanturilor PEI solvatate cu diferite fractii de protonare, in
termeni de parametri sintetici. CaAmpul de forte dezvoltat reprezinta o piatra de temelie pentru
eforturile viitoare de dezvoltare a campurilor de forte atomistice care descriu cu acuratete o
gama larga de sisteme complexe biomoleculare.

In cea de-a doua parte, este prezentati o noud perspectivi asupra comportamentului
atomistic al poliplex-ului PEI/ADN, care vizeaza imbunatatirea vectorilor nonvirali bazati
pe lanturi PEI, utilizind simulari de dinamica moleculara. Distributia particulara a sarcinii
de-a lungul lanturilor PEI determina interactiunea electrostatica dintre ADN-ul incarcat
negativ si lanturile PEI Incarcate pozitiv, cat si formarea unor poliplecsi. Comportamentul
de legare a site-urilor de interactiune Incarcate ale lanturilor PEI si ale ADN-ului extind
domeniul polimerilor cationici, permitand un design imbunatatit al protocoalelor de livrare
de gene.

Partea a treia se refera la proteinele NRas care reprezinta principala cauza a melanomu-
lui, cancerului tiroidian si leucemiei. Am folosit simulari de dinamica moleculara pentru

a investiga popularea starilor conformationale si orientarea proteinelor NRas complexate
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cu guanosina tri-fosfat (GTP) ancorate in membrana. Orientarea domeniului catalitic (G-
domain) al proteinei NRas naturale (WT) este paralela cu membrana, contrar cazului G12V,
care este la un unghi fata de membrana si corespunde starii GDP-legate a NRas. Simularile
de dinamica moleculara realizate au trecut prin toate starile conformationale cunoscute ante-
rior: starea 1 (inactiva) si starea 2 (activa). Totodata, am identificat o noud substare a starii
2, cele 3 substari ale starii 2 fiind caracterizate de orientarea diferita a reziduului tirozina sit-
uat in pozitia 32: o substare orientata catre reziduul glicina situat in pozitia 12 (oncogenic),
perpendicular pe “buzunarul” GTP, una paralel cu acesta, orientata catre reziduul alanina
situat in pozitia 18 si una in afara proteinei, perpendiculara pe planul celorlate doua orien-
tari. Mai mult, am gasit ca popularea acestei noi stari conformationale este predominanta
in prezenta mutatiei oncogenice (G12V). Considerand ca aceasta mutatie este oncogenica
si ca in simularile realizate substarea corespunzatoare hidrolizei GTP nu este prezenta in
cazul mutatiei (in contrast cu proteina in stare naturald), postulam ca noua substare este

transmitatoare de semnal.

Perspective

Dezvoltarea unui camp de forte semiatomistic pentru PEI va contribui la dezvoltarea dome-
niului polimerilor sintetici permitand efectuarea simularilor de dinamica moleculara la scara
larga. Invesigatiile semi-atomistice a poliplex-ului PEI/ADN au ca scop eficientizarea proce-
sului de condensare. Mai mult, dezvoltarea unui camp de forte atomistic pentru PEI ramificat
va oferi modele de arhitecturi optime ale polimerilor cationici pentru a exploata potentialul
acestora ca vectori nonvirali.

De-a lungul ultimei linii de cercetare, urmarim dezvoltarea unei noi abordari privind
identificarea potentialelor medicamente impotriva proteinelor oncogenice Ras. Vom investiga
dinamica asocierii proteinei complete NRas complexate cu guanosina tri-fosfat (GTP) pentru
a determina site-urile de legare cu taria corespunzatoare. Rezultatele ar putea fi utilizate
pentru a proiecta noi medicamente necesare pentru prevenirea asocierii proteinelor oncogenice
Ras. Alta directie de cercetare va include calcule de energie libera, si anume potentialul

profilului de forta medie (PMF) pentru tranzitia dintre substarile active corespunzatoare

NRas.
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