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1. INTRODUCERE

1.1 Obiective stiintifice

Teza de doctorat se Tncadreaza In domeniul neurostiintelor si descrie tulburarea genetica

Huntington care afecteaza sistemul nervos central si provoaca degenerarea progresiva a neuronilor,

implicand efecte ereditare autozomal dominante ale motricititii si abilititilor cognitive. In cadrul

acestui subiect, principalul scop al tezei este de a caracteriza, din punct de vedere biofizic, dinamica

si structura unor mutatii genetice aditionale mutantului huntingtin, cu efecte antagonice asupra

formadrii lantului toxic la nivelul secventei ADN. Modelul HTT obtinut a fost caracterizat folosind

metode teoretice de dinamica moleculara.

Pe scurt, obiectivele prezentului studiu sunt:

Dezvoltarea unei structuri mutante cu efecte antagonice asupra formarii lantului toxic la
nivelul secventei ADN in contextul bolii Huntington.

Identificarea unor mutatii specifice si caracterizarea modificarilor structurale la nivelul
Intregii structuri huntingtin.

Evaluarea comportamentului dinamic al noului mutant si compararea acestuia cu alte
structuri mutante, respectiv fiziologice, si determinarea impactului structural al mutantului
asupra evolutiei dinamice.

Caracterizarea interactiunii dintre mutantul propus (modelul 9P(EM)) si o alta structura
proteica (calmodulin). Rezultatele obtinute sustin ipotezele studiului si atesta eliminarea
structurii helicoidale toxice, impactand dinamica modelului propus In interactiunea directa
cu proteina calmodulin prin Tncetinirea proceselor citotoxice si suprimarea absorbtiei
calciului intracelular.

In ceea ce priveste receptorul dopaminei, liganzii etichetati cu izotop “C au prezentat,
conform literaturii de specialitate, afinitdti de legare mai mari in partea superioara a
receptorului. De asemenea, energiile de interactiune studiate au evidentiat doi potentiali
candidati pentru tehnicile de imagistica pentru diagnoza: ligandul "C-RACL docat n partea
superioara a receptorului (conform literaturii) si "C-SCH docat in partea inferioard a
receptorului; ligandul din urma reprezinta un nou potential candidat pentru cuantificarea

dopaminei la nivel cerebral.
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e Sistemele binare si ternare compuse din lanturi monocatenare de ADN au evidentiat
interactiuni puternice, Tn concordanta cu datele experimentale obtinute in cadrul aceluiasi
studiu, bazate pe comportamente structurale similare si pe identificarea nucleotidelor

invecinate conform regulilor de complementaritate.

1.2 Structura tezei de doctorat

Capitolul introductiv descrie abordarile teoretice de dinamica moleculara folosite pentru
investigatiile structurale si dinamice ale sistemelor bio-macromoleculare complexe si stabileste
obiectivele principale ale tezei. In capitolul 2 sunt evidentiate sectiunile biologice esentiale ale
creierului uman si alte componente fiziologice implicate direct in transmisiile sinaptice. De
asemenea, boala Huntington este caracterizata din punct de vedere patologic, Tmpreuna cu
implicdrile genetice si modificarile structurale ce pot aparea la nivelul tractului de poliglutamina si
al regiunilor adiacente in urma mutatie.

Capitolul 3 prezinta Tn detaliu integrarea tuturor etapelor metodologice luate Tn considerare pentru
generarea traiectoriilor dinamice.

Rezultatele prezentate in capitolul 4 sunt Tmpartite Tn cinci parti. Primele trei parti se bazeaza
pe articole de cercetare publicate, cu privire la boala Huntington. Primul articol sumarizeaza si
analizeaza literatura de specialitate concentrata asupra investigatiilor teoretice ce presupun utilizarea
metodelor de dinamica moleculard, comparate cu studiile experimentale, pe structurile proteice
huntingtin fiziologice si mutante (Molecular Dynamics simulations applied to structural and
dynamical transitions of the HTT protein: A review). Al doilea articol (Specific key-point mutations
along the helical conformation of Huntingtin-Exon 1 protein might have an antagonistic effect on
the toxic helical content’s formation) descrie noul model 9P(EM). Modelul cu mutatiile aditionale
sugereaza un comportament structural/dinamic promitdtor, oferind un efect antagonic proteinei
mutante huntingtin (insolubild In solventi organici si extrem de toxica). Cel de-al treilea articol se
bazeaza pe studiul mecanismului de interactiune dintre modelul 9P(EM) si o alta structura de interes
(o proteina care leaga Ca®"), ludnd n considerare co-localizarea mutantului huntingtin cu proteina
calmodulin demonstrata n literatura experimentalda (Decreased Interactions between Calmodulin

and a Mutant Huntingtin Model Might Reduce the Cytotoxic Level of Intracellular Ca**: A
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Molecular Dynamics Study). Ultimele doua parti ale aceluiasi capitol vizeaza studiul teoretic al unor
interactiuni care, in perspectiva, ofera aspecte importante in vederea implementdrii modelului
9P(EM) din punct de vedere experimental. Astfel, al patrulea articol caracterizeaza geometria si
taria de legare a trei compusi radiofarmaceutici etichetati cu izotopul "'C, des utilizati In studiile
imagistice folosind tomografia cu emisie de pozitroni (PET) pentru cuantificarea receptorului
dopaminei la nivel cerebral in cazul pacientilor diagnosticati cu boala Huntington.

in cele din urm4, in ultima lucrare de cercetare, viseaza studiul interactiunilor specifice intre mai
multe lanturi monocatenare de ADN (aptameri) atasate pe o suprafata metalica de aur. Luand in
considerare mecanismele de legare demonstrate 1n literatura experimentald, cele mai stabile sisteme
de interactiune bazate pe complementaritatea nucleotidelor pot oferi perspective noi In dezvoltarea
unor abordari terapeutice Tn care lanturile de ADN ar putea inhiba mecanismul de agregare a

structurilor mutante huntingtin.

1.3 Notiuni teoretice

Abordarile teoretice biochimice sunt utilizate pe scara larga in ultimele decenii si presupun
efectuarea calculelor bazate pe campuri de forta in vederea caracterizarii sistemelor biomoleculare
din punct de vedere structural si dinamic. Tehnicile hibride de mecanica cuantica/mecanica
moleculara (QM/MM) combinate cu tehnici de dinamica moleculara clasica (MD) permit descrierea
proprietatilor biofizice ale interactiunilor inter- si intra-moleculare. Aceste abordari variaza In
functie de dimensiunile si complexitatea sistemelor de interes, acoperind metodele cuantice ab
initio, cu functionale bazate pe densitati electronice, si metodele atomistice des utilizate pentru
caracterizarea sistemelor de dimensiuni mari, cum ar fi sistemele macro-biomoleculare [1].

Notiunea de model (sau modelare moleculara) Tn conceptul teoretic este relationata cu
descrierea simplificata sau idealizatd a unui grup de atomi, cu potentialele aferente, menit sa imite
comportamentul real al moleculelor si/sau sistemelor moleculare. Majoritatea sistemelor studiate
prin modelare moleculara nu pot fi caracterizate prin abordari cuantice datoritd numarului mare de
particule constituente, datorat includerii electronilor in modelul de interes. Pe de alta parte, metoda

campurilor de forte (sau modelare mecanica) neglijeaza miscarea electronilor si trateaza energia
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sistemului ca o functie de pozitii nucleare, permitand studierea/prezicerea comportamentului
sistemelor cu un numar mare de atomi [1].

Capitolul introductiv prezinta conceptele teoretice esentiale pentru descrierea evolutiei
dinamice a structurilor proteice individuale, precum si a sistemelor de interactiune de tip proteina-
proteina si proteind-ligand. Studiile teoretice de ordin biofizic, la nivel molecular, pot fi efectuate
luand in considerare miscarile atomice, factorul cheie in determinarea proprietatilor sistemelor vii,
cu o ulterioara descriere a corelatiei structurd-functie [2]. Aceasta relationare joaca, de asemenea,
un rol esential Tn dinamica sistemelor complexe, unde orice modificare structuralda influenteaza
caracteristicile dinamice ale biomoleculelor, respectiv functionalitatea acestora.

Auto-asamblarea moleculara (fmpachetarea lantului polipeptidic in spatiu) se realizeaza prin
legaturi regulate de hidrogen (intre grupari peptidice din acelasi lant sau din lanturi adiacente) care
confera structurii de interes o forma anume. Aceste forme, denumite si structuri secundare, pot fi de
natura helicoidala (sau spiralatd), pot avea conformatii plate asemenea unor lanturi libere, sau pot fi
dispuse n straturi [2]. Din punct de vedere geometric, numarul acestor configuratii posibile este
infinit de mare. In realitate insa, configuratiile proteice sunt determinate de secventa de aminoacizi
constituenti, fluctudnd astfel Tn jurul unei configuratii medii corespunzatoare energiei libere
minime. Luand In considerare complexitatea structurala a sistemelor proteice, structura lor tertiard
poate fi determinata doar prin experimente de difractie de raze X [2].

Asamblarile moleculare intrinseci sunt bazate pe interactiuni intramoleculare descrise de
legaturile formate intre atomii lanturilor polipeptidice. De asemenea, reproducerea proprietatilor
structurale ale unor sisteme complexe (libere sau de interactiune) poate fi realizata cu ajutorul
campurilor de forte [3]. Transferabilitatea unitdtilor structurale, denumite ,,building-blocks”, are ca
scop parametrizarea unui grup de atomi (de exemplu, al unei hidrocarburi simple cum ar fi alcanul)
ce poate fi ulterior aplicata oricarui alt grup de atomi corespunzatori grupului declarat initial. Cu
alte cuvinte, in campurile de forte, unitatile structurale trebuie parametrizate o singura data. Astfel,
un alt aspect important consta in declararea fiecarui tip de atom. Pentru o descriere cat mai corecta a
unui sistem de interes, parametrii cimpului de forte trebuie sa diferentieze atomii (de acelasi fel) cu
grade de substitutie sau stari de hibridizare distincte (diferentiere intre un atom de carbon aferent
unui alcan cu hibridizare sp® si un atom de carbon corespunzitor unui nucleu benzenic cu

hibridizare sp?) [3].
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Toate campurile de forta au la baza urmatoarele componente ce descriu interactiunile intra-

si inter-moleculare dintr-un sistem dat [4]:

1 1 1
V(ri,ra,--TN) = Z ZK{,(b2 —b02)2+ Z 5K5(C089—C0590)2+ Z §K£(§_§O)2+

bonds angles impropers
Cc12;; C6;; %9 ; (1.1
2 i) ) ik [
Z K[1 + cos (8) cos (me)]” + Z ( T )—i— Z F——
dihedrals pairs Ly 5] pairs

Parametrii unui camp de forta, cum ar fi GROMOS, OPLS, CHARMM si AMBER, sunt alesi astfel
incat sa reproduca datele obtinute prin metode experimentale. Pe de alta parte, diversitatea
moleculelor organice de dimensiuni mici fac imposibila utilizarea parametrilor deja obtinuti in cazul

moleculelor asemanadtoare si necesita o parametrizare individuala (atom cu atom) a fiecarui compus

[4].
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1.4 Boala Huntington si implicarile genetice

Boala Huntington este o tulburare neurodegenerativa autozomal dominantd, cauzata de un
defect genetic localizat la nivelul genei Huntingtin de pe cromozomul 4, producand moartea lenta si
progresiva a celulelor nervoase din creier. Modificarea genetica consta intr-o expansiune cantitativa
a gruparilor trinucleotidice CAG (citozina-adenina-guanind) la nivelul primului exon constituent al
secventei HTT. Gruparea trinucleotidica CAG codifica glutamina din proteina huntingtin. Secventa
repetitiva polimorfica contine, Tn mod variabil la membrii sanatosi ai populatiei, 11-34 unitati de
CAG. Pe de alta parte, cu ocazia diviziunii celulare, numarul repetitiilor acestor nucleotide poate
creste (expansiune), iar cresterea peste 35 a numarului de unitati CAG determina starea de boala,
care este cu atat mai severa si debuteaza cu atat mai precoce cu cat numarul trinucleotidelor este
mai mare. Mecanismele de interactiune intra-moleculara caracteristice proceselor de auto-asamblare
a mutantului HTT rdman necunoscute, Tnsa polimerizarea tracturilor de CAG impune conditia ca
rata de agregare sa fie direct proportionala cu extinderea lungimii tractului de poliglutamina (cu
numarul de grupari CAG polimerizate). In aceasta perspectivi, expansiunea poliglutaminelor induce
un fenotip local cu functii toxice, in timp ce concentratiile scazute ale proteinelor HTT de ordin
fiziologic ar putea, de asemenea, induce agregate mutante specifice ca efect secundar sau incidental
al bolii [5].

Neuronii (Figura 1, stanga) reprezinta unitatile morfofunctionale ale sistemului nervos si
sunt responsabili pentru eliberarea semnalelor chimice, sustinand reteaua neuronala si transmiterea
impulsurilor catre alte celule tintd. Transmisiile de semnal electrochimice sunt generate de
jonctiunile sinaptice (Figura 1, dreapta). Sinapsele electrice sunt responsabile pentru conexiunile
electrice intre doi sau mai multi neuroni, In timp ce sinapsele chimice presupun transmiterea
sinapticd prin intermediul unor substante chimice specifice (neurotransmitdtori) inglobate in

veziculele sinaptice situate pe ambele terminale ale jonctiunii [6].

In contextul bolii Huntington, polimerizirile excesive discutate anterior, de la nivelul
primului exon, faciliteazd acumularea de structuri mutante, avide si insolubile Tn solventi organici,
in componenta neuronald pre-sinapticd. Aceste acumuldri, cunoscute sub denumirea de incluziuni
cerebrale, se formeaza in nucleul neuronilor inducand ulterior apoptoza (moartea) celulara. Retelele

neuronale distruse sunt caracterizate prin tulburari motorii de coordinare a miscarilor, miscari tipice
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spasmodice necontrolate, pierderea progresiva a capacitatilor mintale si a functiilor cognitive,

modificari comportamentale, manifestari psihotice si crize epileptiforme [5].
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Figura 1. Structura neuronului (stanga) si implicdrile acestuia Intr-un sistem sinaptic (dreapta).
1.5 Caracteristici structurale ale mutantului Huntingtin

Exonul 1 (Ex.1) (Figura 2), unde are loc mutatia HTT, contine un domeniu terminal N17 (cu
17 aminoacizi aferenti), lantul poliglutaminei (polyQ) specific mutatiei si un segment populat de
grupdri de prolind (PRD sau polyP) [7, 8]. Majoritatea articolelor publicate s-au concentrat pe
elucidarea biologica a structurii HTT. Cu toate acestea, este crucial sd Intelegem tranzitiile
structurale ale mutantilor de la starile lor monomerice la agregate de tip fibrilar, pornind de la
prezumtia ca monomerii polyQ ar putea fi de fapt intrinsec toxici, prin urmare, un mod optim de
abordare a comportamentului de agregare a proteinelor HTT este de a evalua schimbarile

conformationale/dinamice pe diferite tipuri de modele [9-13].
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HTT exon1 MATLEKLMKAFESLKSF-Q,-P,;QLPQPPPQAQPLLPQPQP,,GPAVAEEPLHRP

[ T J
HTTNT polyQ PRD

DNA sequence

WT neurons

» o Mutant neurons
i : Nuclear polyQ aggregates
Figura 2. Secventa exonului 1 (HTT) unde are loc mutatia propriu-zisa.

In multe cazuri, prezenta tractelor polyQ mai lungi de 3640 glutamine (Qs) a fost asociata
cu tranzitii structurale drastice de la bucle aleatorii la conformatii de tip B-sheet [14-16]. In
consecintd, se considera ca pentru un numar mai mare de Qs, elasticitatea proteinelor HTT creste
[17-19]. Pe de alta parte, studiile au demonstrat si ca fragmentele polyQ mai scurte tind sa aiba
acelasi comportament structural si sa adopte configuratii similare (post-agregare) cu cele

caracteristice unui numar mai mare de reziduuri Q [20].

Un alt model caracteristic structurii toxice insolubile generate Tn urma polimerizarilor
excesive ale glutaminelor, este modelul configuratiilor de tip /a-helix [21]. Luand in considerare ca
principala contradictie gdsita Tn literatura este legata de structura secundard, unele articole au
raportat ca starea monomerica a conformatiilor HTT-Ex.1 este dominata de a-helixuri [20-24], in
timp ce alte studii au sugerat ca rata de formare a configuratiilor 3-sheet creste odata cu cresterea

numarului de Qs [25, 26].
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2.1 Mutatii specifice de-a lungul conformatiei helicoidale a proteinei Huntingtin-Exon 1 ar

putea avea efecte antagonice asupra formarii continutului helicoidal toxic

Primul studiu vizeaza caracterizarea comportamentului dinamic si modificarile structurale
aferente structurii helicoidale toxice ale proteinei mutante huntingtin, la nivelul cdreia s-au
implementat mutatii aditionale din aminoacidul glutamina (GLN) in aminoacidul prolind (PRO)
situate aleatoriu de-a lungul helixului (modele R), la capetele acestuia (modele E), respectiv la

capete si In mijlocul componentei toxice (modele EM), conform Figurii 1.

CONTROL (PR) models
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Figura 1. Schema corespunzatoare mutatiilor aditionale (cu verde) aplicate de-a lungul secventei

HTT-Exonl.

Rezultatele de ordin structural indica un grad crescut de compactare pentru modelele cu un
numar mai mare de mutatii (modele 7P si 9P) cu mutatii specifice la capete, respectiv la capetele si
in mijlocul continutului helicoidal (Figura 2). Mai mult, distantele dintre atomii de carbon alfa
(atomi chirali) de la capetele helixului au scazut pentru modelele 7P si 9P, in comparatie cu
modelele 4P. De asemenea, din punct de vedere dinamic, fluctuatiile atomice (profilurile RMSF) au
prezentat valori maxime (medii) pentru modelele 9P cu mutatii punctuale la capete si Tn mijlocul
helixului. In plus, analiza structurii secundare sugereazi tranzitii structurale de la componente

structurale insolubile (sau greu solubile) de forma a-helix In componente solubile sub forma de loop
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si random coils pentru modelele 7P si 9P, Tn special pentru modele in care mutatiile punctuale au
fost considerate la capete si in mijlocul continutului helicoidal.

Modelele cu mutatii aleatorii (4PR, 7PR si 9PR) sugereaza comportamente structurale
similare, indiferent de numarul mutatiilor initial considerate. In cazul profilului de giratie, valorile
medii pentru 4PR si 9PR au fost de 0.79 nm si 0.78 nm, in timp ce valoarea Rg medie pentru
modelul 7PR a fost de 0.77 nm. Prin urmare, relevanta reziduurilor mutate in aminoacidul PRO (din

aminoacidul GLN) in modele random este redusa.

on m-HTT-Ex.1 for 9P models on helical content for 9P models
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Figura 2. Profilul giratiei pentru modelele 9P.

In cazul mutatiilor specifice ale modelelor E si EM, valorile Rg au evidentiat variatii
semnificative direct corelate cu modificari de ordin structural. Aici, masurdtorile rotatiilor
unghiulare pe componenta toxicd au indicat valori medii scazute pentru un numar mai mare de
reziduuri mutante PRO situate la capetele helixului (0,74 nm pentru modelul 4P si 0.73 nm pentru
9P model), avand valori chiar mai mici de 0.71 nm pentru modelele 9P cu mutatii specifice la capete
si Tn mijlocul helixului. Rezultatele din urma au fost ulterior corelate cu schimbari conformationale
ce impun motive structurale reduse in vederea formarii configuratiei helicoidale.

Pentru modelul 4P(E), media valorilor RMSF (Figura 3) a fost de 0.18 nm, spre deosebire
de valoarea RMSF de 0,25 nm pentru modelul 9P(EM). Aceste fluctuatii crescute in profilul RMSF
al mutantului 9P(EM) apartin tranzitiilor conformationale anterior discutate. Mai mult, conform
fluctuatiilor reziduale, valorile RMSF au fost mai mari pentru reziduurile indexate 24-30, indicand
intreruperi partiale ale structurii helicoidale dintr-o anumitd directie (de la terminusul PRD la

terminus N17).
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RMSF on the helical content (residue indexes 16-30)
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Figura 3. Valorile RMSF pentru modelele HTT studiate la nivelul tractului de poliglutamina.

Luand in considerare modelele cu acelasi numar de mutatii dar considerate in puncte diferite
ale axului helicoidal (modelele 9P(E) si 9P(EM)), valoarea maxima (de 2.16 nm) a distantei Intre
capetele helicoidale a fost observata pentru modelul random 9P, in timp ce distanta minima de 1.66
nm a fost obtinutd pentru acelasi model dar cu mutatii specifice considerate pe capete si in mijlocul
helixului (pentru modelul mutant 9P(EM)).

Pentru mutatiile aferente modelului 4P, cele mai mari fluctuatii atomice au fost observate la
nivelul primelor cinci reziduuri terminale (KSFQQ) prezentate sub forma de configuratii in loop
(bucle). Astfel, modelele 4P(R) si 4P(E), desi par a fi extrem de flexibile, implicd modificari
conformationale reduse, fard un impact direct asupra lantului toxic de glutamine.

In general, cele mai mari fluctuatii locale implicAnd deformiri/modificiri structurale la
nivelul helixului toxic (Figura 4), au fost obtinute pentru reziduurile KSFQ (indicii atomici 1-5),
QQ (indicii 14-15) si QPP (indicii atomici 29-31). Dinamica din spatele acestor grupuri reziduale
indica faptul cd modelele cu mutatiile considerate la capetele helixului sunt mai predispuse sa traga

Intreaga structura de ambele extremitdti, impunand portiunii centrale (atomilor indexati 14-15)
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modificdri structurale minime (de alungire). Pe de alta parte, pentru modelul 9P(EM) valorile
RMSF crescute au fost corelate si cu atomii constituenti ai reziduurilor de PRO plasate Tn mijlocul
tractului polyQ.

Mai mult, pentru acelasi model, au fost obtinute fluctuatii maxime si pentru reziduurile de GLN si
PRO situate la capetele helixului. Desi fluctuatiile conformatiilor domeniului terminal N17 sunt
independente de continutul helicoidal polyQ, acest model prezinta modificari structurale
semnificative si corelate pentru reziduurile indexate 29-31, aferente componentelor structurale
situate la extremitatea helicoidala dreapta. Aceste descoperiri ar putea indica faptul ca intreruperea
helicoidala este predominant orientata inspre conformatiile componentelor externe (N17 si PRD) si
ca fluctuatiile crescute ale continutul helicoidal pot afecta, de asemenea, stabilitatea domeniilor
adiacente. In concordanti cu rezultatele discutate anterior, pentru modelul 9P(EM) propus ca prag
mutational, lungimea medie a axei corespunzatoare helixului toxic a fost de 1.23 nm, cu o valoare

de alungire maximad de 1.36 nm.

7P(EM) model ] 9P(EM) model a A

o w@
g ams \J
L — e

Figura 4. Tranzitii structurale ale componentei helicoidale (cu albastru) insolubile Tn configuratii

solubile Tn solventi organici (cu alb/galben) pentru modelele EM.
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2.2 Interactiunile dintre calmodulin si un model mutant huntingtin ar putea reduce nivelul

citotoxic in urma absorbtiei Ca* intracelular

Studiile experimentale au demonstrat ca proteinele mutante huntingtin si structurile de legare
a Ca* se co-localizeazd in cortexul cerebral, avand efecte semnificative asupra nivelului de calciu
intracelular prin modificarea semnalelor neuronale specifice mediate de acesta. Datorita faptului ca
proteinele HTT mutante prezintd o afinitate crescutd pentru moleculele de legare a Ca®,
interactiunile dintre acestea pot duce la o stabilizare suplimentard a agregatelor mutante HTT. In
acest context, urmatorul studiu se concentreazd pe descrierea interactiunilor dintre calmodulina
(CaM) si doi mutanti HTT, inclusiv modelul mutant 9P(EM) anterior ipotetizat si dezbatut.

Conform figurii de mai jos, complexele de interactiune cu proteina CaM - complexe obtinute
prin medote de docare — contin o structura huntingtin de ordin fiziologic sau wild-type (cu 9
reziduuri de glutamina), un mutant cu 45 de reziduuri de glutamina (modelul 45Qs-HTT) si modelul

9P(EM) aferent mutatiilor suplimentare (din GLN in PRO) la capetele si Tn mijlocul tractului polyQ.

KSF Q9 P11 QLP

M docked against CaM
—>

KSF Q45 P11 QLP

CTRL model
(wild-type exonl-HTT)
with 9Qs repeats

docked against CaM

S 1¥ mutant model

(mutant exonl-HTT)
with 45Qs repeats

KSF Q36 P20 QLP

docked against CaM
> 2" mutant model
(mutant exonl-HTT)

with 9Q mutations into 9P residues

. e
e fewf & at the edges and in the middle of
E:/VVVW\ 8 the helix

P Bk

=
|

Figura 5. Complexele de interactiune dintre proteina CaM si modelele HTT considerate.
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In urma docarii, energia totald de legare dintre CaM si wt-HTT (Figura 6, stdnga-sus) a fost
de -32.90 kcal/mol, din care componentele polare (AEele si AGpolar) aduc o contributie pozitiva de
0.77 kcal/mol. Mai mult, interactiunile electrostatice pentru acest complex au prezentat cea mai
mare valoare absoluta de 985,67 kcalmol datorita contributiilor crescute ale aminoacizilor polari
LYS, ASP si GLU. Componenta nepolara pentru acelasi complex docat a fost de -4.73 kcal/mol,
fiind cea mai mica valoare absoluta obtinuta pentru contributiile hidrofobe.

Cea mai mica energie de legare de -23.38 kcal/mol a fost obtinuta pentru complexul docat CaM cu
mutantul 45Qs-HTT (Figura 6, dreapta-sus). Contributiile polare pentru acest complex au prezentat
cea mai mare valoare pozitivda de 48.94 kcal/mol (cu AGpolar = 1011,35 kcal/mol). Pentru
contributiile negative la legare, rezultatele de andocare au indicat o valoare de -62.73 kcal/mol
corespunzatoare interactiunilor de tip van der Waals. Pentru complexul CaM-9P(EM) (Figura 6,
jos), energia totala libera de legare a fost de -38.31 kcal/mol. Valorile globale ale contributiilor
pentru fiecare componenta energetica au fost situate numeric ntre cele doua complexe andocate
(CaM cu wt-HTT, respectiv CaM cu 45Qs-HTT). Precum in cazul complexului format cu 45Qs-
HTT, componenta energeticd van der Waals pentru CaM-9P(EM) a fost de -41.78 kcal/mol,
indicand faptul ca forma/orientarea moleculara a acestor parteneri prezinta o influenta crescuta

asupra proceselor de recunoastere moleculara.

i -1-82 keallmol
a

-2.82 keallmol 13

Figura 6. Reziduurile implicate in sistemele de interactiune docate: CaM cu wt-HTT (stanga, sus),

CaM cu 45Qs-HTT (dreapta, sus) si CaM cu modelul propus SP(EM) (jos).
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Cele mai scazute valori RMSD au fost obtinute pentru complexul de interactiune CaM-
9P(EM), unde valorile maxime medii au variat intre 0.71 si 0.76 nm. Variatiile crescute ale valorilor
RMSD pentru CaM in interactiune cu modelul wt-HTT sunt cel mai probabil cauzate in urma
numadrului de grade de libertate la nivelul proteinei CaM.

Cel mai scazut profil de giratie, ceea ce Tnseamna cel mai nalt nivel de compactitate, a fost
observat pentru proteina CaM 1in interactiunile sale cu modelul 9P(EM) (Figura 7, dreapta-sus),
unde valoarea distantei minime dintre lobii calmodulinului a reprezentat de fapt valoarea medie
maxima de 0.77 nm. O valoare medie intermediara de 0.57 nm a distantei minime intre lobul N si
lobul C a fost obtinuta pentru complexul de interactiune CaM cu modelul mutant 45Qs-HTT. Pentru
modelul wt-HTT, datorita secventei scurte de glutamine si, In consecintd, a unui numar mai mic de
componente helicoidale, valoarea medie Rg a fost de 1.22 nm si a rdmas constanta pe tot parcursul
traiectoriilor prezentand cele mai mici variatii dintre toate modelele HTT. In plus, o valoare RMSF
medie maximd de 0.34 nm a fost obtinuta pentru modelul wt-HTT, in timp ce mutantii 45Qs si

9P(EM) au prezentat un comportament dinamic similar.
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Figura 7. Modificari structurale ale proteinei CaM 1n interactiune cu wt-HTT, 45Qs-HTT si

9P(EM).
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Modelul wt-HTT indica o conservare generala a continutului sdau helicoidal. Pe de alta parte,
structura 45Qs-HTT prezinta o distantd medie minima intre capetele helixului de 1.79 nm, In timp
ce pentru modelul mutant 9P(EM) distanta medie minima a fost de 1.42 nm. Ambii mutanti au avut
o distanta helicoidala initiala de aproximativ 2.20 nm, iar modelul 45Qs-HTT prezinta o scadere
semnificativa la 1.66 nm dupa 30 ns. Mai mult, modelul 9P(EM) a aratat, dupa doar 20 ns, o
distantd minima intre capetele continutului helicoidal de 1.27 nm.

Pentru modelul mutant 9P(EM) (Figura 8) numarul configuratiilor helicoidale scade
semnificativ [27], aceste modificarile inducand valori SASA usor mai mici in comparatie cu
mutantul 45Q-HTT si, In consecinta valori RMSF mai mari, fiind in cele din urma corelate cu

energiile scazute de interactiune dintre CaM si 9P(EM).

9P(EM) mutant + CaM 45Qs-HTT mutant + CaM

wt-HTT + CaM

Residue

Tiree: (ps)

Time (ps)

Legend: [ Coil [l Bend [ Tum [l A-Helix [l 5-Helix I 3-Helix

Figura 8. Analiza structurii secundare rezultate pentru modelele HTT 1n interactiune cu CaM.

Acest studiu confirma faptul ca energia totala de interactiune dintre modelul CaM si wt-HTT
este de -130.11 kcal/mol si, conform asteptarilor si ipotezei noastre, s-a obtinut o valoare a energiei
de interactiune mult mai mare de -313.87 kcal/mol in cazul interactiunilor dintre CaM si structura
45Qs-HTT. Mai mult, s-a observat o valoare (medie) intermediara a energiei de interactiune de -

238.95 kcal/mol pentru modelul 9P(EM) [28].
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2.3 Investigatii de dinamica moleculara asupra interactiunilor dintre receptorul dopaminei D2

si trei compusi radiofarmaceutici marcati cu "'C

O corelatie directa intre mutantii huntingtin si neurotransmitdtorii dopaminei (DA) este ca
acestia pot declansa disfunctii locomotorii si alte profiluri patologice (cum ar fi simptome cognitive
severe) la subiectii cu HD sau cu modificari ale DA la nivelul striatului. Exista dovezi care
sugereazad o implicare a DA nigrostriatala Tn HD care implica concentratii crescute de DA (in creier
postmortem) si ca unii agonisti ai receptorilor DA pot fi utilizati in scopuri terapeutice.

Prin urmare, urmatorul studiu de cercetare isi propune sa caracterizeze subunitatea D2 a
receptorului DA 1n interactiunea sa cu trei liganzi etichetati cu izotopul [''C], utilizati pe scard larga
in vederea cuantificdrii receptorilor de dopamind D2 la nivel cortical.

Rezultatele studiului, In urma tehnicilor de docare moleculara impuse, arata ca profilele
hidrofile si hidrofobe (Figura 9) au valori mai mici pentru liganzii andocati in partea superioard a
receptorului, implicand faptul ca liganzii au ramas in pozitia docatd, respectiv in interiorul situsului
de interactiune ale D2DR. Cea mai mare valoare medie SASA de 5.63 nm? a fost observatd pentru
ligandul FLB docat in partea inferioara a receptorului. Lantul alifatic al ligandului FLB indica
fluctuatii dinamice mari, datoritda componentelor structurii secundare a D2DR 1in partea sa
inferioard, unde configratiile in bucle inchise sunt mai abundente. Valoarea SASA maxima masurata

notata pentru acelasi ligand a fost de 6.32 nm.
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Figura 9. Analiza SASA pentru liganzii docati in partea superioara (stanga), respectiv inferioara a

D2DR (dreapta).
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De asemenea, pentru ambele pozitii de andocare ale D2DR, ligandul FLB a prezentat cele
mai mari valori medii ale giratiei de 0.41 nm. Cea mai micd valoare Rg medie de 0.34 nm a fost
observata pentru ligandul SCH docat la ambele capete de interactiune ale D2DR, desi cele mai mari
modificari ale profilurilor de compacitate ale liganzilor in timpul simularilor au fost descrise pentru
ligandul RACL ancorat pe ambele capete ale receptorului.

Cele mai mici fluctuatii atomice au fost obtinute pentru ligandul SCH (Figura 10),
rezultatele fiind in concordanta cu valori ale giratiei mai mici Tn medie de 0.34 nm si cu profiluri
hidrofobe ridicate descrise de cele mai mici valori SASA pentru ambele pozitii de andocare D2DR.
In acelasi mod, s-a observat o corelatie puternicd intre gradul crescut de flexibilitate a ligandului

RACL si comportamentul sdu de giratie, atunci cand sunt luate In considerare valorile sale medii de

compactitate.
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Figura 10. Fluctuatiile atomice pentru fiecare compus radiofarmaceutic andocat.

Mai mult, pentru liganzii docati in portiunea superioara a receptorului D2DR, legdturile rotative
ilustrate in Figura 11 promoveaza schimbari conformationale drastice ale compusilor FLB si
RACL, 1n consecinta favorizand miscarile de translatie si torsiune. Componenta etilamina (CH3-

CH2-N-) are, in majoritatea cazurilor, un tip de miscare rotativ.
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Figura 11. Implicarea atomilor (corespunzatori liganzilor) in fluctuatiile colective predominante.

In concordantd cu profilurile RMSD si de giratie, ligandul SCH a prezentat o flexibilitate
foarte redusa. Pentru docarea in partea superioara a D2DR, doar doi atomi de C si mai multi atomi
H periferici au fost implicati Tn miscarile colective ale ligandului. Fluctuatii putin mai mari au fost
observate pentru ligandul SCH ancorat in partea inferioara a receptorului, unde componentele sale
principale implica miscdri rotative periferice C-Cl si -CH3.

Desi rezultatele noastre de andocare au aratat, asa cum era de asteptat, valori absolute
semnificativ mai mici pentru liganzii considerati in partea inferioara a receptorului, valorile energiei
de interactiune comparate intre cele doua seturi de liganzi (sus si jos) au fost aproape comparabile.
Mai mult, ligandul SCH ancorat in partea de jos a D2DR a prezentat cea mai mare energie de
interactiune. Comportamentele generale pentru liganzii FLB si RACL au fost similare pe ambele
pozitii D2DR, cu putine exceptii Tn care ligandul FLB a prezentat variatii mai mari, cum ar fi
valorile medii SASA sau RMSD. Un alt rezultat interesant este ca pentru liganzii RACL si SCH

docati Tn ambele buzunare ale receptorului, comportamentele lor structurale opuse au fost corelate
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cu cele mai mari energii de interactiune cu D2DR. Interesul nostru de a studia ligandul SCH-23390
a fost legat in principal de ipoteza ca, chiar daca este o subunitate corespunzatoare afinitatilor
subunitatii D1, compusul ar putea avea, de asemenea, efecte minime asupra tipului de receptor al
subunitatii D2 [29, 30] si, conform literaturii de specialitate, nu exista alte studii teoretice axate pe

complexele D2DR care sa interactioneze cu SCH.



2. REZULTATE S1 DIscUTII

2.4 Perspective biofizice asupra mecanismului de interactiune intre sisteme formate din
lanturi multiple, monocatenare de ADN: A1/A2 atasat pe o suprafata metalica si aptamerii

miR21, anti-miR21, random, miR21-sp

In conditiile bolii Huntington, specificitatea de legare a aptamerilor la structurile mutante/
modificate activeaza modificari post-translationale la nivelul tractului de poliglutamina si pot servi
ca ,,biosenzori de detectie”. Acest tip de interactiuni apar, in special, pentru tractele polyQ alungite.
Ca urmare a legarii aptamerilor, s-a demonstrat ca nivelul energetic (ATP) celular creste
semnificativ, implicand o hiper-vulnerabilitate mai redusa la stresurile celulare [31]. Prin urmare,
oligonucleotidele de ADN monocatenar transfectate in linii celulare pot avea efecte celulare de
protectie asupra mediului celular, prin modificarea sau chiar blocarea interactiunilor cu proteinele
mutante huntingtin [31].

Integrarea ssDNA-urilor, cunoscute si sub denumire de aptameri, in studiile de recunoastere
celulara necesita utilizarea unor modele teoretice controlate si secvential detaliate. Pe de alta parte,
evolutia dinamica (si greu de controlat) a aptamerilor induce modificari structurale neadecvate
declansand ,,afinitdti inadecvate” si o specificitate de legare redusa. In acest cadru, ultimul studiu de
interes (Figura 12) caracterizeaza schimbadrile dinamice si structurale a doua tipuri de sisteme
ssDNA 1in care interactioneaza: (1) un set binar format din aptamerii A1 si/sau A2 atasat pe o
suprafata metalica de Au, avand lanturile anti-miR21, miR21, random si miR21-sp ca parteneri de
interactiune si (2) patru sisteme ternare in care aptamerii (anti-miR21, miR21, random si miR21-sp)
au fost considerati Tn interactiune atat cu lantul monocatenar A1, cat si cu A2 (atasat pe suprafata de
Au). Secventele lanturilor de ADN aferente fiecarui aptamer sunt ilustrate in Figura 13.

In cazul sistemelor binare, valoarea giratiei maxime de 4.43 nm a fost obtinutd pentru
A2@GNRs 1n interactiune cu aptamerul random, in timp ce valoarea Rg minima de 3.12 nm a fost
corelata cu sistemul de interactiune Al-anti(miR21). Aptamerii aferenti sistemelor ternare, au
prezentat valori Rg mult mai mari, indicand un grad crescut de liniarizare. De asemenea, valorile
RMSD au fost mai mici pentru sistemele binare A1, In comparatie cu sistemele binare A2@GNRs.
Valoarile RMSF (medii) maxime de 0.79 nm au fost obtinute pentru complexul de interactiune A1l
cu aptamerul miR21-sp (Figura 14). Fluctuatiile atomice minime cu o valoare medie de 0.66 nm au

fost obtinute pentru aptamerul random in interactiune cu Al.
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Figura 12. Reprezentarea 3D a sistemelor solvatate si neutralizate.

3 -TGACTACAACTTTTTITTTITTTTTTT T /GNR — 5’ (A2/sp15/GNR)
5 -TCAAC ATCAGT CTG AT AA GCTA = 3’ (anti-miR21) -> ANTI
3 -ATCGAATAGTCTITTTTTITTTITTTIT TTT —5' (a1/sp18/Acryd)

I -TGACTACAACTTTTITTITTITTTT T /GNR — 5’ (a2/sp15/GNR)
5 -TAG CTTATCAGACTGATG TTG A —3' (mir21) -> MIR
3 -ATCGAATAGTC TTITTTITTTITTIT TTT TTT — 5’ (Av/sp1siacryd)

3 -TGACTACAACTTITTITTITTTITTTT T /GNR — 5’ (a2/sp15/GNR)
5" - CGATAG CAT CTG AGT CAC TTAG - 3’ (Random) -> RANDOM
3'-ATCGAATAGTCTTTTTTTTITTTT TTT TTT — &' (A1/sp1s/acryd)

3-TGACTACAACTTTTTTTTTTTITTTT T /GNR — 5' (a2/sp15/GNR)

5-TAG CTTATCAGTTTT TAC TGATGT TGA — 3’ (mir21-Sp5) > SPACER
I-ATCGAATAGTCTTTTTTTTTTTITTTT TTT — 5’ (A1/sp1siacryd)

Figura 13. Secventele lanturilor de ADN corespunzdtoare sistemelor studiate.

Pentru sistemele de interactiune cu A2@GNRs, valorile RMSD au fost comparabile si au
prezentat valoarea maxima de 1.13 nm in interactiune cu aptamerul anti-miR21, Tn timp ce valoarea
RMSD minima de 1.06 nm a fost obtinuta pentru interactiunile dintre A2@GNRs cu aptamerul

miR21.
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In cazul sistemelor ternare, valoarea minimd (de 1.35 nm) a fost notata pentru secventa

miR21. Valorile RMSF maxime (de 1.58 nm si de 1.53 nm) au fost observate pentru aptamerii anti-

miR21 si miR21-sp.
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Figura 14. Valorile RMSF (medii) corespunzatoare sistemelor de interactiune binare/ternare.

In acord cu masuritorile dezbitute anterior, numarul maxim de legéturi de H a fost obtinut
pentru sistemele de interactiune dintre A1/A2@GNRs cu aptamerul miR21-sp. Numadrul legaturilor
H dintre A1 si miR21-sp (Figura 15) a fost de aproximativ 30, in timp ce intre A2@GNRs si
miR21-sp, legaturile H formate au atins un numdr maxim de 14. Totodata, un numar cresut de
legaturi de H a fost corelat si cu sistemele A1/A2@GNR 1n interactiune cu aptamerul miR21.

Numarul minim de legdturi de H a fost obtinut pentru sistemele de interactiune aferente aptamerilor

anti-miR21 si random.
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Figura 15. Legaturi de H formate n sistemele binare (stanga) si ternare (dreapta) A1/A2@GNR.

Pentru sistemele ternare, cele mai slabe interactiuni au fost observate in cazul aptamerului
random. Pe de alta parte, conform energiilor totale calculate, cele mai puternice interactiuni au fost
obtinute pentru aptamerii miR21-sp si miR21. Comportamentul structural observat in cazul
sistemelor mir21/-sp este puternic corelat cu valorile maxime ale razei de giratie, cu fluctuatiile
atomice crescute si numarul maxim de legaturi de H.

Traiectoriile rezultate (vezi Figurile 16, 17) identifica o afinitate crescuta intre lanturile de
ADN bazate pe complementaritatea nucleotidelor in cazul sistemelor de interactiune formate din
aptamerii miR21 si miR21-sp. Mai mult, s-a observat o stabilitate dinamica crescutd pentru
complexele de interactiune cu miR21-sp datorita inserarii a 5 reziduuri de timinda in mijlocul
secventei.

Cele mai slabe interactiuni descriu un numdr mult mai mic de legaturi de H, aferent aptamerului
random. De asemenea, aptamerul anti-miR21 prezinta caracteristici dinamice/structurale similare,
avand energiile totale de interactiune usor crescute, influentate de prezenta nucleotidelor

complementare din lanturile Tnvecinate.
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Figura 17. Traiectoriile sistemelor ternare alcatuite din A1/A2@GNR si aptamerul miR21-sp.
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Concluziile generale, extrase din studiile teoretice realizate, privind fiecare aspect investigat sunt:

1. In ciuda constatarilor relevante privind comportamentul structural al HTT, functia si procesul de
polimerizare in urma ciruia se formeazd mutatia HTT rdman inca necunoscute. In general, se crede
cu tdrie cd, pe masura ce lungimea tractului polyQ creste, structurile polyQ tind sa adopte mai multe
conformatii de tip B-sheet si a/f-helix. Mai mult, domeniile terminale N17 sunt de asemenea
capabile sa formeze structuri asemandtoare odata cu cresterea lungimii tractului polyQ. Un alt
comportament structural care trebuie luat in considerare, este ca numarul crescut de reziduuri Q in
tracturile poliglutaminei duce la formarea structurilor condensate.

Desi modelele aleatorii (random) ale mutatiilor 4P, 7P si 9P nu au sugerat comportamente
dinamice/structurale specifice, pentru modelul 9P(EM) valorile Rg au aratat scaderi semnificative
care au fost ulterior corelate cu fluctuatii atomice mari si, iIn consecinta, cu potentiale perturbari ale
conformatiei helicoidale. Mai mult, rezultatele noastre sunt in concordanta cu ipoteza ca
aminoacidul prolina este capabil sa rupa atat continutul a-helix, cat si continutul structural in f3-
sheet. Astfel, propunem un prag mutational (cantitativ de 9 reziduuri) 9P cu puncte de mutatie la

capete si in mijlocul helixului pentru rate mai mari de desfacere helicoidala.

2. Cel mai Tnalt nivel de compactitate al complexului de interactiune format de proteina CaM cu
modelul 9P(EM) implica modificari structurale drastice la nivelul linker-ului helicoidal al structurii
CaM. De asemenea, valorile RMSF sunt mai mari pentru modelul 9P(EM) comparativ cu modelul
45Qs-HTT, in timp ce valorile minime ale distantei dintre capetele helixului toxic, pentru acelasi
model, sunt semnificativ mai scazute, implicand tranzitii structurale drastice de la helice de tip o la

configuratii solubile de tip loop.

3. Cea mai mare valoare absoluta a energiei de interactiune pentru sectiunea inferioara a
receptorului a fost observata pentru ligandul SCH, n timp ce pentru partea superioara a D2DR, cele
mai mari energii de interactiune au fost observate in cazul ligandului RACL. Mai mult, in timp ce
ligandul FLB manifestd o usoara tendintd de a iesi din situsul de interactiune inferior al
receptorului, liganzii SCH si RACL au prezentat o afinitate de legare mai mare pentru ambele
capete ale receptorului, ramanand in interiorul D2DR pe tot parcursul traiectoriilor. Astfel, conform

rezultatelor noastre, ligandul RACL docat in sectiunea superioara a D2DR este cel mai eficient
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compus pentru complexul de interactiune receptor-ligand, in vederea cuantificarii DA la nivel

cerebral.

4. In ultimul studiu de interes, valorile energiei totale de interactiune pentru sistemele binare A1-
aptameri sunt mult mai mari In comparatie cu A2@GNR-aptameri. Din punct de vedere structural,
aptamerii miR21 si miR21-sp prezinta comportamente similare. Mai mult, complexele binare
A2@GNR/A1-miR21-sp au prezentat cel mai mare numdr de legaturi de H datorita lungimii
crescute ale aptamerului miR21-sp (27 nucleotide, inclusiv 5 timine Tn mijlocul acestuia). Prin
urmare, putem considera complexele de interactiune A2-miR21-sp (impreuna cu Al) si miR21 ca

fiind cele mai potrivite pentru investigatii experimentale mai amanuntite.
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