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Abstract

Polietilenimina (PEI) este unul dintre cei mai promitatori vectori nevirali pentru livrarea
genica datorita eficientei sale ridicate in formarea de complecsi cu ADN-ul. Aceasta teza
se concentreaza pe investigarea PEI la rezolutie all-atom (AA) si coarse-grained (CG).

Am dezvoltat un camp de forte (CF) AA pentru PEI-ul liniar i ramificat, bazat
pe calcule ab initio efectuate pentru polimeri model. Ca o noutate fata de studiile
anterioare, am optimizat in mod consecvent sarcinile atomice partiale gi intregul set de
parametri de legatura. CF-ul AA a fost validat prin simulari de dinamica moleculara
(DM) ale PEI cu diferite greutati moleculare si fractii de protonare. Proprietatile statice
(raze de giratie, distante end-to-end) si dinamice (coeficienti de difuzie) rezultate
sunt In conformitate cu studiile anterioare. Am efectuat simulari DM ale formarii
complecsgilor ADN-PEI, care au determinat conformatii favorabile de atasare.

Pentru a dezvolta un CF CG pentru PEI-ul liniar, am identificat reziduurile AA
intregi ca bead-uri CG si am selectat parametrii de nelegatura dintre tipurile standard
Martini. Parametrii de legatura au fost derivati pe baza aplicarii tehnicii Boltzmann
Inversion asupra distributiilor de probabilitate ale lungimii legaturilor, unghiurilor si
unghiurilor diedrale rezultate din simularile AA. Simularile CG ale PEI au determinat
un acord foarte bun cu rezultatele AA si cele experimentale, validand CF-ul CG
dezvoltat.

Campurile de forte AA si CG dezvoltate pentru PEI pot fi utilizate in simulari
extensive ale condensarii ADN-PEI, care sunt de agteptat sa ofere cunostinte semnificative

pentru realizarea protocoalelor eficiente de livrare genica.
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Livrarea genica

1.1 Aspecte generale

Descoperirea acidului dezoxiribonucleic (ADN) in anii 1950 a marcat inceputul cercetarii
moderne in biologia moleculara. Acest domeniu a castigat popularitate si interes datorita
faptului ca ofera perspective pentru tratarea unor boli ereditare, despre care se credea
a fi incurabile pana in acest moment. Conceptul de livrare a acizilor nucleici in celule
prin intermediul unui purtator (vector) a fost introdus in anii 1970, pundnd bazele unui
domeniu de cercetare nou.

Vectorii folositi pentru livrarea genica sunt grupati in doua categorii majore - virali
(capside virale) si nevirali (polimeri cationici, lipide, nanoparticule anorganice), fiecare
prezentand avantaje si limitari importante. Este necesar ca vectorii sa aiba toxicitate
scazuta, eficienta ridicata de transfectie, stabilitate buna, expresie favorabila a trans-
genei, productie usoara si sa fie rentabil.

Vectorii virali prezinta tropism natural pentru a infecta celulele si eficienta ridicata
de transfer (atat in vivo, cit gi ex vivo), prezentand totusi probleme majore, cum ar fi
capacitatea scazuta de impachetare a materialului genetic, si imunogenitate si toxicitate
ridicate [0]. Cu toate acestea, este de remarcat faptul ca majoritatea medicamentelor
aprobate In prezent pentru terapia genica se bazeaza pe vectori virali.

Vectorii nevirali ofera citotoxicitate gi imunogenitate scazute, fabricatie usoara si
eficienta a costurilor, dar raman in urma purtatorilor virali prin eficienta scazuta a
transfectiei [2]. Datorita chimiei lor simple, costurilor reduse de productie si citotoxicitatii
scazute, polimerii cationici sunt in prezent cei mai folositi vectori nevirali pentru
protocoalele de livrare genica. Polimerii cationici condenseaza incarcatura genetica
utila In poliplecsi prin interactiuni electrostatice intre gruparile amino protonate ale
polimerului (incarcate pozitiv) si gruparile fosfat ale ADN-ului/ARN-ului (incarcate
negativ). Cei mai frecvent folositi vectori nevirali sunt polietilenimina, poli(amidoamina),
poli-L-lizina, chitosanul gi dendrimerii cationici [3].

Polietilenimina (PEI) este un polimer utilizat pentru livrarea genica, monomerii sai
fiind alcatuiti dintr-o grupare amino (neprotonatd — NH, sau protonata — NH,") si doi
distantieri alifatici (CH,). PEI poate avea geometrii diferite, i anume liniare (LPEI)
si ramificate (BPEI). Distributia aminelor primare, secundare si tertiare in PEI este

legata de capacitatea sa considerabila de “buffering”, care se refera la capacitatea PEI
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de a scapa din endozom.

Limitarile masuratorilor experimentale la scara atomica creeaza o bresa de cunostinte
in livrarea genica privind proprietatile complecsilor si mecanismele de formare gi conden-
sare ale acestora, care trebuie clarificate pentru realizarea protocoalelor practice si
sigure. Ca mijloc de a depasi astfel de limitari si de a descoperi conditiile optime
pentru livrare eficienta a genelor, metodele de simulare deterministe, cum ar fi dinamica

moleculara (DM), sunt cele mai frecvent utilizate.

1.2 Prezentarea tezei

Primul capitol prezinta aspectele generale privind livrarea genica, studiile clinice, tipurile
de vectori folositi i limitarile actuale. Al doilea capitol acopera aspecte teoretice
privind dinamica moleculara, incluzand propagatoare, termostate, barostate, si tratarea
electrostaticii, impreuna cu o descriere a campurilor de forte in mecanica moleculara.
Capitolele al treilea si al patrulea prezinta campurile de forte dezvoltate si rezultatele
originale ale tezei, fiind grupate in doua categorii, si anume cele care implica reprezentarea
all-atom (capitolul al treilea) si cele care acopera scara coarse-grained (capitolul al
patrulea). Teza se incheie cu un capitol final care rezuma rezultatele centrale ale

studiului si perspectivele viitoare de cercetare.
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Aspecte teoretice

2.1 Integratori in dinamica moleculara

Simularile sunt un mijloc eficient de a studia sistemele moleculare la scara microscopica,
oferind date care nu sunt usor accesibile in experimente [4; 5]. Dinamica moleculara este
o clasa deterministd de simulari, pentru care traiectoria particulelor (atomi, molecule)
este produsd prin rezolvarea numerica a ecuatiilor de miscare ale lui Newton. In cazul
DM clasice, fortele care actioneaza asupra particulelor sistemului sunt modelate prin
campuri de forte (CF) ale mecanicii moleculare (MM), care descriu interactiunile de
legatura si nelegatura.

Principiul central in dinamica moleculara clasica este impartirea timpului de simulare
in pasgi de timp discreti, calcularea fortelor care actioneaza asupra atomilor sistemului
si actualizarea pozitiilor gi vitezelor acestora prin rezolvarea ecuatiilor de migcare ale
lui Newton:

minZ;i—Fi, 1=1,2,..., N, (2.1)
unde m; este masa particulei i. F'; este forta rezultata care actioneaza asupra particulei
1, fiind produsa de campurile externe si interatomice.

La fiecare pas de timp, un integrator DM, cum ar fi algoritmul Velocity Verlet
[6; [7], este folosit pentru a propaga vitezele si pozitiile la urmatorul pas de timp.
Metoda Velocity Verlet este un algoritm in doi pasi, care utilizeaza pozitii si viteze
sincronizate pentru integrarea ecuatiilor de miscare. In pasul predictor, viteza este

avansata la mijlocul intervalului si pozitia — pe un intreg pas de timp:

v (t + 5;) =o(t) + v(;t + O(6t%) )
r(t+6t)=r(t)+v (t + 5;) 5t + O(6t?)

In pasul corector, acceleratia si viteza sunt propagate la sfarsitul unui interval de timp

complet:
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F (r(t+ ot))

a(t +6t) =
m

N (2.3)

ot
v(t+dt)=v (t + 2) +a(t+ 6t)5
Algoritmul este reversibil In timp si conserva In mod corespunzator energia totala
a sistemului. Este un algoritm O(d¢?) si are cerinte mici de stocare [8]. Velocity Verlet

este metoda de integrare cel mai frecvent utilizata in programele moderne de simulare

DM.

2.2 Controlul temperaturii gi al presiunii

In multe aplicatii, un termostat poate fi folosit pentru a mentine temperatura la o
valoare constanta, deoarece, in general, e necesar sa se calculeze cantitati din ansamblurile
NVT sau NPT (numar constant de particule — N, volum constant - V sau presiune
— P, respectiv, si temperatura constanta — T) [9; 00]. Multe sisteme biomoleculare
au dezvaluit comportamente/proprietati diferite la temperaturi diferite (de exemplu,
folding-ul /unfolding-ul proteinelor [I1]), astfel incat problema controlului temperaturii
devine deosebit de importanta. Algoritmul Berendsen [I2] implica faptul ca sistemul
este cuplat la o baie de caldura cu temperatura Ty si, prin redimensionarea vitezelor
particulelor, incearca sa corecteze abaterile temperaturii sistemului, 7', de la Tj.
Deoarece experimentele sunt de obicei efectuate la presiune constanta, simularile
DM necesita, in general, utilizarea unui barostat pentru a produce rezultate semnificative,
care pot fi ugor comparate cu datele experimentale. Algoritmul Parrinello-Rahman
[[3; 4] asigura o valoare constanta a presiunii in timpul simularii prin ajustarea
coordonatelor particulelor si a vectorilor casetei de simulare. In special, acest algoritm

genereaza traiectorii consistente cu un ansamblu NPT [I0].

2.3 Campuri de forte ale mecanicii moleculare

In domeniul chimiei computationale si cel al dinamicii moleculare, un camp de forte
(CF) este un model care specifica forma functionala a energiei potentiale din care sunt
derivate fortele reale care actioneaza asupra atomilor. Potentialul Incorporeaza termeni
pentru interactiuni de legatura si nelegatura, agsa cum este descris in cele ce urmeaza.

In majoritatea modelelor FF utilizate in prezent, interactiunile de nelegiturs sunt

compuse din termenii de repulsie i dispersie prezenti in potentialul van der Waals si
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Figura 2.1: Interactiunile de legatura. Dupa Abraham et al. [10]

cel electrostatic (Ucouioms)- Potentialul 12 — 6 Lennard-Jones (L.J) este potentialul cel

mai frecvent utilizat pentru interactiunile van der Waals, fiind exprimat ca [I5]:

5\ 12 5 \6
Uns(r) =4 "= )] o< (2.4)
0 yTij 2 Teut
unde 7;; este interdistanta dintre atomii ¢ si j, o este distanta corespunzatoare potentialului
nul, si € este adancimea gropii de potential. r.,; este o distanta de trunchiere, dincolo
de care interactiunea LJ este considerata neglijabila.

Pentru perechea de atomi i si j, termenul (o/7;;)'* determind repulsia la r;; mici,
din cauza suprapunerii orbitalilor electronici. Al doilea termen din ecuatia P24, si
anume —(o/r;;)%, caracterizeazd atractia la valori mari r;; (corespunzatoare fortelor
de dispersie London) datorita interaciunilor dipol-dipol.

Potentialul Coulomb defineste interactiunea electrostatica dintre doua particule

caracterizate de sarcinile g; si g; si pozitiile 7; si 7, respectiv:

qi9q;
UCoulomb(Tij) = m (2-5)
rlag

unde 7;; = |r; — ;| indica distanta dintre atomi ¢ i j, €9 este permitivitatea in vid si
g, este permisivitatea relativa.

Interactiunile de legatura reprezinta extensiunea legaturilor, flexiunea unghiurilor si
torsiunea unghiurilor diedrale (Figura 71 a, b i, respectiv, ¢). Extensiunea legaturilor

(Figura P0a) poate fi reprezentata prin:

wy(b) = ;Kb(b ~ bo)? (2.6)

Acest potential reproduce foarte bine minimul potentialului Morse. Cu toate acestea,

ruperea legaturilor gi separarea atomilor nu sunt luate in considerare in aceasta aproximatie

6],
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Flexiunea unghiurilor (Figura 21b) poate fi modelata printr-un potential armonic
avand forma legii lui Hooke [IT]:

() = ;Kg(e — 0y)? (2.7)

unde 0y este unghiul de referinta si Ky este constanta fortei unghiului.

Un unghi diedral propriu (Figura Eic) este definit ca unghiul ¢ dintre planurile ijk
si jkl, cu conventia ca un unghi nul reprezinta izomerul geometric cis, iar un diedral
de 180° ilustreaza configuratia trans [I0]. Potentialul de torsiune a unghiurilor diedrale

este definit ca:

uo(6) = 5 Ky[l + cos(né — 6,)] (2.5)

unde n este multiplicitatea diedralului, iar ¢, este faza.

Unghiurile diedrale improprii sunt folosite pentru a modela flexiunea in afara planului,
in partile plane ale moleculelor (cum ar fi inele), iar potentialul cu care sunt modelate
este armonic [[10]:

ug(6) = S Kel6 — o)’ (2.9

&o este unghiul de referinta si K¢ - constanta de forta pentru flexiunea in afara planului
[T6].

Deoarece migcarea unui atom ca parte a unei molecule este puternic cuplata cu
migcarile altor atomi, un termen de potential este uneori util pentru a explica efectul
combinat al miscarilor de extensiune a legaturilor si de flexiune a unghiului. In acest
scop, potentialul Urey-Bradley este folosit pentru a modela interactiunea dintre atomii
nelegati 1 si 3 ca o consecinta a migcarilor de extensiune gi flexiune cuplate [16]:

1
uyp(ris) = §KUB(TI,3 — 7’1,3;0)2 (2.10)

unde 7y 3 reprezinta distanta curenta dintre atomii 1 si 3, iar 7 3,0 — distanta de echilibru

respectiva.
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Modelarea si simularea all-atom a polietileniminei

3.1 Introducere

Domeniul livrarii genice a beneficiat de o popularitate tot mai mare in ultimele decenii
si, iIn mod natural, simularile de dinamica moleculara au fost folosite in acest context
pentru a obtine cunostinte despre design-ul eficient al vectorilor de livrare. Cu toate
acestea, din cauza naturii complicate a dezvoltarii cAmpurilor de forte (CF), foarte
putine studii computationale au folosit parametri optimizati special pentru compusii
simulati, bazdndu-se pe CF-uri de uz general. Mai exact, CF-urile folosite in studiile
anterioare (de exemplu cele utilizate in Ref. 7, 08, 09 etc.) au fost doar partial
optimizate pentru PEI, avand ajustate fie doar sarcinile atomice partiale, sau termenii
diedrali.

Grupul nostru a dezvoltat anterior un CF pentru PEI bazat pe reziduuri -C-C-N-—
[20], parametrizdnd consecvent parametrii de legatura si sarcinile atomice. In aceasta
lucrare, definind reziduuri simetrice (-C-N—-C-), am parametrizat campuri de forte
pentru doua arhitecturi PEI, gi anume polimeri liniari gi ramificati. Calitatea Inalta
a CF-ului rezultat a fost demonstrata prin realizarea de simulari AA ale PEI avand
diferite dimensiuni si fractii de protonare (fp), comparand rezultatele lor structurale
si dinamice cu datele experimentale i simuland formarea de complecsi ADN-PEL

Nota: Nomenclatura polimerilor contine o litera care denota arhitectura: L - pentru
PEI liniar, sau B - pentru PEI ramificat. Este indicat si numarul de monomeri care
formeaza (a) lantul in cazul LPEIL, sau (b) fiecare dintre cele trei ramuri in cazul BPEL
In cele din urmi, pentru a evidentia modelele de protonare, fie “-p0”, fie “-un” este

143

atagat la numele polimerilor, “-p0” indicand PEI neprotonati si “ -un” reprezentand

lanturi protonate uniform cu 1-in-n unitati protonate.

3.2 Parametrizarea unui camp de forte CHARMM pentru

polietilenimina liniara

Cu scopul de a dezvolta un camp de forte simplu, dar versatil, pentru polietilenimina,

care ar putea fi utilizat impreuna cu CHARMM pentru alti compusi de interes (cum ar
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Figura 3.1: Polimeri model LPEI folositi in parametrizarea campului de forte AA pentru

lanturi liniare, evidentiind tipurile de reziduuri si atomi definite.

fi ADN), am ales sa definim cit mai putine tipuri de atomi si reziduuri. Dupa cum se
vede 1n Figura B, am dezvoltat CF-ul pentru LPEI in functie de trei polimeri model,
prin maparea grupurilor functionale in reziduuri simetrice. Numai sarcini intregi (fie
Oe, fie +1e) au fost luate in considerare pentru reziduurile definite. In mod specific,
am definit urmatoarele tipuri de reziduuri: PEI: CH,—NH—-CH, — reziduu neprotonat;
PEP: CH,—NH,*—CH, — reziduu protonat; si CH, — grupare metil de capat.

Pentru a caracteriza in mod adecvat conectivitatea dintre atomii adiacenti din lant,
am definit noua tipuri de atomi: CH2 si HC2: — Atomi de C gi H din PEI; NNH1 si
HNH1:— Atomi de N si H ai gruparii NH din PEI; CH2P: — atom de C din PEP; NH2P
si HN2P: — Atomi de N si H ai gruparii NH," din PEP; si CH3 si HCS: — Atomi de C
si H din PEC.

3.2.1 Parametrii Lennard-Jones

Potentialul Lennard-Jones (LJ) are forma:

12 6
Rmin,ij _9 Rmin,ij (3 1)
Tz'j Tij

unde ¢;; este adancimea gropii de potential, si R, ; este pozitia la care potentialul

ULy = Z €ij

atoms 1,j

este minim.

Parametrii Lennard-Jones, insemnéand valorile € si R,,;, pentru fiecare tip de atom
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din noul model LPEI au fost alocati pe baza celui mai potrivit corespondent din
CHARMM36. Atomii CH2 si CH2P au fost identificati cu atomi de carbon alifatic
pentru gruparile CH,, adiacente gruparilor amino neutre si, respectiv, pozitive, iar
CHS3 - cu C alifatic pentru gruparile CH;. Atomii NHN1 gi NH2P au fost modelati ca
atomi de azot neutru de dimetilamina-(CH;—NH—CH,) si, respectiv, azot secundar din
NH,*. Pentru hidrogeni, am ales tipurile potrivite pe baza conectivitatii lor cu un atom
greu: de exemplu, HC2 a fost identificat ca H alifatic pentru gruparile CH,, In timp ce

HNHT1 a fost descris cel mai bine de un atom de H dintr-o grupare dimetilamina.

3.2.2 Sarcini atomice partiale

Avand 1n vedere ca unul dintre obiectivele acestei lucrari a fost acela de a dezvolta
un camp de forte coarse-grained (CG) pentru PEI, am ales sa constrangem sarcinile
reziduurilor individuale (care vor deveni bead-uri CG) la valori intregi.

Potentialul Coulomb depinde de sarcinile atomice partiale astfel:

Ucoutomb = Z % (32)

atoms i,j €07'ij
unde ¢; si ¢; sunt sarcinile atomilor i si j, €y reprezinta constanta dielectrica (Inmultita
cu 47 in unitati SI) si r;; este interdistanta .

Pentru a parametriza sarcinile atomice partiale, ffTK (force field ToolKit) [Z1] se
bazeaza pe ideea centrala ca moleculele modelate trebuie sa se comporte realist in medii
raport cu compusii considerati. In acest scop, atomii de hidrogen din PEI au fost
clasificati ca donori in cadrul legaturilor de hidrogen, in timp ce atomii de azot din
reziduurile neprotonate — ca acceptori. Pentru fiecare atom clasificat fie ca donor, fie
ca acceptor, a fost construit un complex format din modelul LPEI si o molecula H,O
plasata ntr-o pozitie relativa reprezentativa. Pentru fiecare sistem LPEI-H,O, distanta
relativa gi unghiul de rotatie al moleculei de apa au fost optimizate cuantic, la nivel
HF/6-31G(d), in timp ce celelalte grade de libertate au fost constranse.

In conformitate cu conventiile campului general CHARMM, tuturor atomilor de
hidrogen alifatic 1i s-a atribuit sarcina de 40, 09¢e i nu au mai fost inclusi in procesul
de optimizare. De asemenea, am impus neutralitate modelului LPEI5p0 neprotonat,
sarcina de +1e pentru LPEI5p1 si +2e pentru LPEI5u2.
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3.2.3 Parametri pentru legaturi si unghiuri

Potentialul care descrie legaturile si unghiurile formate de atomi consecutivi are urmatoarea

forma armonica:

Ubond + Ucmgle - Z Kb(b - b0>2 + Z K9(9 - 90)2 (33)

bonds angles
unde K si Ky sunt constantele de forta pentru legaturi si unghiuri, in timp ce by si 0y
sunt valorile de echilibru respective.

Pentru optimizarea parametrilor pentru legaturi si unghiuri, ffTK se bazeaza pe
ajustarea iterativa a energiei de distorsiune a mecanicii moleculare (MM), astfel incat
sa reproduca cat mai precis posibil omologul cuantic (QM). Peisajul local al suprafetei
de energie potentiala (SEP) poate fi descris prin matrice Hessiene, care pot fi calculate
prin calcule vibrationale efectuate cu Gaussian09 [22]. Prin urmare, ffTK foloseste
matricea Hessiana pentru a caracteriza modificarea energiei QM determinata de mici
abateri ale coordonatelor interne (IC) de la geometria de echilibru. In schimb, energia
de distorsiune MM este data de energiile totale, calculate cu constante de forta si valori
de echilibru trial.

Abaterile MM-QM sunt deja mici dupa primul pas de optimizare, scazand si mai
mult pana la sfarsitul procesului de optimizare, aga cum arata si scaderea de aproximativ
61% a functiei obiectiv. Intr-adevir, valorile foarte mici ale diferentelor maxime MM-
QM, si anume ~ 2 x 1072 A pentru legituri si ~ 2° pentru unghiuri, confirms calitatea
tnalts a parametrilor. In lucrarea originals a campului CHARMM [23], Vanommeslaeghe
et al. a indicat ca diferentele in ceea ce priveste datele QM trebuie sa fie mai mici de
3 x 1072 A | i respectiv 3° pentru legiturile si unghiurile de echilibru.

Parametrii de legatura au fost mediati pe valorile lor din cele trei reziduuri centrale
(adica unitatile 2, 3 i 4) ale pentamerilor model, pentru a neglija orice efecte marginale
nedorite ale capetelor PEC. In ceea ce priveste efectul protonarii, am gasit o legaturs
C-N mai slaba in reziduul de PEP protonat (CH2P-NH2P), decét corespondentul sau
din reziduul PEI (CH2-NNH1), demonstrata printr-o scadere de 20% a constantei de
forta.

O inspectie initiala a valorilor rigiditatii unghiurilor a demonstrat faptul ca Ky este
mai mare 1n vecinatate sau in interiorul reziduurilor protonate. Unghiurile mai rigide
gasite In prezenta siturilor protonate nu sunt direct corelate cu legaturile constitutive,

acestea din urma fiind de fapt mai slabe in interiorul reziduului PEP.
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3.2.4 Parametri diedrali

Potentialul unghiurilor diedrale depinde de constanta de forta K, de multiplicitatea

n si de defazarea 0 si se exprima astfel:

Udihedrals = Z K¢[1 + COS(H¢ - (5)] (34)
dihedrals

Abordarea de a caracteriza suprafata de energie potentiala prin matrice Hessiene se
dovedeste potrivita pentru optimizarea legaturilor si unghiurilor, deoarece descrie cu
acuratete peisajul energetic din vecinitatea minimelor. In schimb, pentru unghiurile
diedrale, tratarea regiunilor de energie inalta, care este de asemenea importanta, nu
poate fi modelatd prin potentiale armonice. In consecintd, fTK utilizeazd scanari de
torsiune QM ale coordonatelor, pentru fiecare unghi diedral de-a lungul backbone-ului
modelului, utilizate pentru a potrivi profilele MM. Mai exact, pentru fiecare scanare, a
fost compilata o serie de optimizari QM ale geometriei la nivel MP2/6-31G(d), pastrand
constrans diedralul considerat, si permitand in acelagi timp restului moleculei sa se
relaxeze complet. In ceea ce priveste succesiunea optimizarilor geometriei, diedralele
au fost distorsionate In pasgi de 10°, in intervalul simetric de -90° si +90°.
Parametrizarea unghiurilor diedrale a implicat minimizarea iterativa a abaterilor
profilului energetic MM de la datele QM pana cand s-a realizat o potrivire acceptabila
(si s-a obtinut o eroare patratica medie foarte mica), ceea ce a insemnat efectuarea a
sute de pagi de optimizare pe baza tehnicilor downhill si simulated annealing. Calitatea
optimizarii diedralelor este garantata de potrivirea dintre energiile de torsiune MM si
QM si de setul cuprinzator de molecule model, care include cele mai scurte lanturi care
ar putea gazdui modelele de protonare necesare pentru investigatiile prezente.
Comparand contributiile noastre diedrale cu cele raportate in literatura (de exemplu
cele din Ref. 24), am gasit abateri MM-QM semnificativ mai mici, ceea ce indica o

calitate mai ridicata a parametrilor.

3.3 Parametrizarea unui camp de forte CHARMM pentru

polietilenimina ramificata

Am introdus doua noi tipuri de reziduuri pentru parametrizarea CF-ului pentru PEI
ramificat, unul pentru conectorul de ramificatie si al doilea pentru capete de NH,,
deoarece BPEI prezinta experimental terminatii NH, in mod favorabil: PEY: N(CH,),

— conector de ramificatie si PEN: NH,—CH, — reziduu de amina terminal.
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Figura 3.2: Moleculele model BPEI1p0 si LPEI1p0-N utilizate in parametrizarea CF-

ului pentru lanturi ramificate, evidentiind tipurile de reziduuri si atomi definite.

Figura B2, prezinta cei doi polimeri model alesi pentru parametrizarea moleculelor
BPEI: BPEI1p0, utilizat pentru derivarea parametrilor conectorului de ramificatie
(PEY) si LPEI1p0-N, folosit pentru terminatia PEN. In cele ce urmeaza, litera “-N”
atasata la numele moleculelor reprezinta terminarea lor in grupari NH,, spre deosebire
de cazul in care PEI se termina in grupari metil (CH;), care nu poarta niciun simbol
distinctiv.

Am definit cinci tipuri suplimentare de atomi, tindnd cont de noile conexiuni: NC3:
—atom de N din amina tertiara; CH2: — atom de C din amina tertiara; NH2N: — atom
de N din reziduul PEN terminal; CH2N: — atom de C din reziduul terminal PEN; si
HN2N: — atomul de H legat de NH2N.

Pentru a asigura consecventa cu CF-ul parametrizat anterior pentru LPEI, am
pastrat parametrii deja optimizati neschimbati si i-am optimizat doar pe cei care
implica noile tipuri de reziduuri, PEY si PEN. Tot din motive de consecventa, am
urmat metodologia implementata in ffTK [21] pentru a deriva parametrii pentru BPEL

Conform conventiei ff'TK, am adoptat parametrii LJ prin analogie cu CHARMMS36.
Sarcinile atomice au fost optimizate in functie de profilurile QM de interactiune cu
moleculele de apa ale polimerilor BPEI (la nivel HF/6-31G(d)). Parametrii pentru
legaturi si unghiuri au fost derivati prin potrivirea energiei de distorsiune MM la profilul
tintd QM. In cele din urmai, parametrii diedrali au fost extrasi pe baza scanirilor de

energie de torsiune, prin potrivirea suprafetei de energie potentiala MM la omologul
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sau QM (efectuat la nivelul MP2/6-31G(d)).

3.3.1 Parametri Lennard-Jones

Tipul de atom NC3 din conectorul de ramificatie a fost modelat ca atom de azot
neutru din gruparea trimetilamina, iar valorile € si R,,;, au fost adoptate din tipul
NG301 definit in CHARMMS36. Pentru tipurile de atomi CH2 gi HC2 din reziduul
PEY, am adoptat aceiasgi parametri LJ ca pentru echivalentii din reziduul PEI, totusi,
optimizand pentru acestia noi sarcini partiale. Tipurile NH2N si HN2N din reziduul
terminal PEN au fost modelate ca atomi de azot si, respectiv, hidrogen din metilamina,
fiind identificate cu tipurile NG321 si HGPAM2 din CHARMMS36. CH2N a fost modelat
ca si tipul de atom CH2, mentinand valorile € si R,,.;, ale tipului standard CG321.

3.3.2 Sarcini atomice partiale

Sarcinile atomice partiale au fost determinate din profilurile de interactiune QM pentru
complecsi formati fie din BPEI1p0, fie din LPEI1p0, cu molecule de apa situate in
pozitii tipice relativ la molecula model. Pentru a facilita pozitiile si orientarile reprezenta-
tive ale moleculelor de apa, atomii accesibili de solvent au fost clasificati pe baza
abilitatii lor de a forma legaturi de hidrogen in doua clase majore: acceptori - atomii
de azot si donori - atomi de hidrogen din compusii model. Pentru fiecare dintre acesti
atomi, a fost asamblat un complex polimer—(moleculda H,0), iar distanta si unghiul
de rotatie fata de molecula model au fost optimizate cuantic, pastrand celelalte grade
de libertate constranse. Am impus neutralitatea pentru polimerii-model BPEI1p0 si
LPEI1p0, prin urmare, doar sarcinile pentru tipurile de atomi CH2 si NC3 din PEY au
fost incluse 1n procesul de optimizare, impreuna cu cele pentru CH2N, NH2N si HN2N
de la PEN.

3.3.3 Parametri pentru legaturi si unghiuri

Deoarece matricele Hessiene reflecta curbura SEP, ffTK le foloseste pentru a descrie
variatiile de energie produse de distorsiuni minore ale configuratiei de echilibru. Mai
exact, pentru fiecare coordonata interna, se produce o distorsiune minora, iar variatia
de energie QM rezultata este calculata folosind matricea Hessiana. Variatia de energie
MM, pe de alta parte, este calculata pur si simplu utilizand parametrii trial pentru
legaturi si unghiuri gi calculand diferenta dintre energiile totale care caracterizeaza
configuratiile distorsionate si nedistorsionate. Diferenta dintre energiile MM si QM

este redusa iterativ pana cand se obtine un acord acceptabil.
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Figura 3.3: Profiluri de energie de torsiune pentru diedralele formate de atomii de back-

bone ai (a) BPEI1pO si (b) LPEI1p0-N.

Diferentele dintre legaturile si, respectiv, unghiurile optimizate MM gi QM din
etapele initiale si finale de optimizare scad considerabil in timpul procedurii de ajustare,
ceea ce se reflecta printr-o scadere cu ~ 60% a valorii functiei obiective. Diferentele
respective la sfargitul procesului de optimizare se ridicd la ~ 1,1 x 1072 A pentru
legaturi si, respectiv, ~ 2,3° pentru unghiuri, demonstrand potrivirea foarte buna a
datelor MM gi QM. Diferentele MM-QM sunt sub 3 x 1072 A i, respectiv, 3° pentru
legaturi gi unghiuri, aga cum sunt recomandate de autorii cAmpului original CHARMM
[23], indicand un acord foarte bun cu datele cuantice.

Ca o comparatie cu studiile anterioare, constanta noastra de forta pentru legatura
C-N din reziduul conectorului de ramificatie (si anume CH2-NC3) este cu ~ 2.4% mai
mica decét valoarea raportata de Mintis et al. [I9], care a adoptat parametrii de legatura
pentru BPEI din campul de forta General Amber [25]. Este de remarcat afptul ca,
parametrii de legaura nu au fost parametrizati specific pentru BPEI, ci au fost alocati

prin similitudine cu structuri comparabile.

3.3.4 Parametri diedrali

Fiecare unghi diedral format din atomii de backbone a fost distorsionat din geometria
de echilibru si au fost efectuate scanari de torsiune QM, care au fost folosite ca date
tinta pentru potrivirea profilelor MM. Scanarile au cuprins o serie de optimizari ale
geometriei (la nivel MP2/6-31G(d), moleculele model fiind lasate sa se relaxeze liber in
timp ce diedralul de interes era constrans. Multiplicitatilor li s-au atribuit valori intregi

(1, 2 sau 3) pe baza considerentelor de simetrie locala, iar defazarilor li s-a permis sa
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Figura 3.4: Ilustratii ale sistemului BPEI9u2 solvatat: (a) configuratia initiala, (b) dupa

echilibrare si (c) la sfargitul unei simulari de 10 ns.

ia numai valorile 0° sau 180°, pentru a se conforma cu standardul CHARMM.
Profilurile de energie de torsiune QM si MM pentru diedralele de backbone care
implica azotul tertiar, NC3 si, alternativ, atomii de CH2N gi NH2N din reziduul final
NH,, sunt ilustrate in Figura B3 (a) si (b). Corespondenta dintre profilele de energie de
torsiune MM i QM pentru NC3-CH2-CH2-NNH1 (Figura BZ3a, panoul superior) este
foarte buna in jurul minimului central. Totusi, diferentele la distorsiuni mari, sunt o
consecinta a conectivitatii atomului NC3 cu cele trei ramuri, care combina acest diedral
cu alte coordonate interne si are ca rezultat o miscare mai restransa a azotului tertiar.
Pentru restul diedralelor, exista un acord foarte bun intre datele MM si QM.
Parametrizarea noastra a unghiurilor diedrale iese in evidenta fata de lucrarile
anterioare [['7; M9] prin potrivirea foarte buna dintre profilele de torsiune MM si QM,

luand in considerare totusi o singura multiplicitate pentru fiecare diedral.

3.4 Simulari all-atom ale polietileniminei liniare/ramificate

3.4.1 Metodologie de simulare

Campul de forta dezvoltat a fost utilizat in simularile DM ale PEI-urilor liniare si
ramificate solvatate. Am considerat patru fractii de protonare uniforme (fp), si anume:
0 (neprotonat) si 1/n (1-in-n unitati protonate), cu n luand valorile 2, 3, si 4. Marimile
polimerilor au fost alese astfel incat toate lanturile sa acomodeze perfect toate modelele
de protonare considerate. Ca regula generala, lanturile au fost compuse din 12N + 3
monomeri, incadrati de grupari metil terminale (unitati CH;). Astfel, am considerat trei
lungimi de lant, si anume LPEI compuse din 27, 39 i 51 monomeri i BPEI cu ramuri
egale i greutati moleculare (My,) cat mai apropiate de polimerii liniari echivalenti.
Am solvatat sistemele in apa TIP3P [26] cu moleculele orientate aleator gi pozitionate

pe o retea regulatd, cu scopul de a controla riguros densitatea (1 g/cm?®), si de a
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Figura 3.5: Dependenta de protonare a razei de giratie (a) si distanta end-to-end (b)
pentru PEI ramificat (linii intrerupte), impreuna cu profilele pentru PEI liniar (linii

continue).

asigura ca fiecare configuratie initiala este suficient de aleatoare pentru a realiza un
ansamblu statistic adecvat. Ca gi conformatii initiale pentru L- si BPEI am considerat
aranjamentele spiralate si “triskele”, si am inserat un numar de ioni Cl , egal cu
numarul de situsuri protonate, in pozitii aleatorii pentru a neutraliza sistemele. Figurile
B a, b si c ilustreaza configuratia initiala, evidentiind aranjamentul moleculelor de apa
pe o retea regulata si ionii de neutralizare, configuratia dupa echilibrare si, respectiv,
o ilustratie a conformatiei finale, pentru sisteme selectate care implica BPEI9u2.

Pentru analiza efectiva, prima nanosecunda a fiecarei simulari a fost inlaturata
pentru a asigura in continuare configuratii echilibrate corespunzator si pentru a neglija
comportamentul tranzitoriu initial. Erorile statistice au fost calculate dupa efectuarea
mediilor pe ansamblu, ca abateri standard ale valorilor dependente de timp de la
marimile respective mediate in timp.

Am folosit ca integrator DM algoritmul Velocity Verlet implementat in NAMD si
metoda “leap-frog” in Gromacs, cu un pas de timp de 2 fs. A fost utilizata o limita de
12 A pentru interactiunile de razd scurtd, iar conditiile la limitd periodice (CLP) au fost
aplicate in toate directiile carteziene. Electrostatica a fost tratata cu metoda Particle-
Mesh-Ewald (PME) folosind o distant intre nodurile de retea de 1 A. Temperatura a

fost fixata la 310 K, in timp ce presiunea a fost mentinuta la 1 atm.

3.4.2 Raza de giratie. Distanta end-to-end
Caracteristicile structurale ale PEI-urilor liniare si ramificate simulate au fost investigate
prin intermediul razei de giratie (R,) si a distantei end-to-end (D). In domeniul

stiintei polimerilor, raza de giratie este utilizata pentru a descrie extinderea spatiala a
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Figura 3.6: (a) Dependenta de timp a deplasarii medii patratice a centrului de masa
al moleculei In raport cu o pozitie de referinta si (b) dependenta de protonare a

coeficientului de difuzie, pentru LPEI51 si BPEI17 neprotonati si protonati alternativ.

polimerilor gi este calculata ca:

N
R, — J ;f > (ri = reu)’ (3.5)
unde N este numarul total de atomi ai polimerului, r; este pozitia atomului ¢ si roas
este pozitia centrului de masa (CM) al polimerului.

Pentru PEI liniar, distanta end-to-end a fost calculata pur si simplu ca distanta
medie dintre CM-urile gruparilor metil terminale (distanta PEC-PEC). Pentru polimerii
ramificati, pe de alta parte, D, a fost calculata ca distanta medie dintre CM-urile celor
trei perechi de reziduuri PEC care marcheaza finalul fiecareia dintre cele trei ramuri.

Figura B3 ilustreaza dependentele fata de fractia de protonare ale valorilor R,
si D.. mediate pe ansamblu si In timp pentru L- si BPEL O crestere constanta cu
fractia de protonare este evidenta atat pentru R, cat si pentru D,., datorita repulsiei
electrostatice dintre (un numar tot mai mare de) unitati incarcate pozitiv (protonate).
In plus, se poate observa o deplasare la valori mai mari pentru profilele corespunzitoare
ale PEI cu greutate moleculara (My/) mai mare. Pantele profilurilor R, si D.. par
sa creasca, de asemenea, odata cu dimensiunea moleculei, cea mai mare panta fiind
prezentata de PEI51. Am constatat ca BPEIs prezinta in mod constant valori mai mici

decat LPEI atat in termeni de R, cat si D.., pentru toate greutatile moleculare si

protonarile considerate.

3.4.3 Coeficientul de difuzie

In vederea analizarii proprietatilor dinamice ale polimerilor, am calculat coeficientul

de difuzie folosind formula lui Einstein:
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D= lim — (Arcu(t)?) (3.6)

t—o0 6t
unde (Arcy(t)?) este deplasarea medie patraticd (DMP) a CM al moleculei in raport
cu o pozitie de referinta, mediata in timp si pe ansamblul statistic.

Dependenta de timp a DMP este prezentata in Figura B@ (a), comparativ pentru
LPEI51 si BPEIL7. Ca o validare, pe ambele thread-uri considerate, DMP-ul prezinta o
crestere cvasi-liniara in timp, In timp ce D fluctueaza in jurul unei valori stabile. Pantele
mai mari ale DMP-urilor sunt evidentiate de PEI neprotonati, indicand mobilitatile lor
crescute, in comparatie cu polimerii protonati alternativ. Pantele medii par sa creasca
odata cu scaderea dimensiunii polimerului, ceea ce este un rezultat intuitiv, deoarece
obiectele mai compacte, care au si greutati moleculare mai mici, prezinta o mobilitate
imbunatatita.

Ca o constatare generala, coeficientul de difuzie (Figura B@b) arata o tendinta
descendenta atat cu cresgterea protonarii, cat si cu My,. Evident, cresterea protonarii
determina expansiunea polimerilor, avand ca rezultat scaderea mobilitatii. BPEI-urile
cu cea mai mare My, prezinta coeficienti de difuzie mai mari decat echivalentele LPEI,
ceea ce este In concordanta cu razele de giratie mai mici gasite pentru configuratiile
ramificate. In schimb, pentru PEI cu cea mai micid My, coeficientul de difuzie prezinta
valori mai mari pentru LPEI, care poate fi explicat pe baza rigiditatii crescute a BPEI9

(datorata ramurilor sale scurte).

3.5 Simulari all-atom ale formarii de complecgi ADN /polietilenimina

(liniara/ramificata)

Am folosit campul de forte nou dezvoltat pentru L- si BPEI, impreuna cu parametrii
CHARMM pentru ADN, preluati din Ref. 27, in simularile DM ale unui dodecamer
Drew-Dickerson (DDD), d[CGCGAATTCGCG],, care interactioneaza cu PEIl-urile
liniare sau ramificate. Polimerii au fost aranjati circular in jurul helixului ADN la
20 A de axa acestuia. Sistemele ADN-PEI simulate au fost neutralizate cu un numér
adecvat de ioni de Cl= si au fost scufundate in cutii dreptunghiulare umplute cu apa
TIP3P. Simularile au fost efectuate in conditii fiziologice de temperatura si presiune,
si anume, temperatura a fost setata la 310 K, iar presiunea — la o valoare de 1 bar.
Pentru sistemele compuse din ADN si 4 polimeri BPEI5u2, Figura B72 ilustreaza
vederi de sus si laterale ale configuratiei initiale, impreuna cu ilustratii ale sistemului

dupa ~ 30 ns. Inspectand vizual simularile, am constatat ca BPEI prezinta o afinitate
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Figura 3.7: Configuratia initiala (a, b) si intermediara (c, d) a sistemului compus din

ADN i 4 molecule BPEI9u2 — vederi de sus si laterale (randul superior/inferior).

mai mare in atagarea la incizura mica a helixului de ADN, in timp ce pentru LPEI,
aranjamentele structurate in raport cu helixul ADN-ului sunt mai putin evidente.
Pentru a oferi o imagine asupra variatiei energiei libere In functie de coordonatele

de reactie, de exemplu interdistanta dintre atomi, am calculat potentialul fortei medii

(PFM):

PMF = —kpT log Pp_.x + const. (3.7)

unde kg este constanta lui Boltzmann, T este temperatura si Pp.y este distributia de
probabilitate radiala normalizata a distantelor dintre atomii de fosfor (P) din ADN si
cei de azot (N) din PEI. Valoarea constantei este aleasa in aga fel incat minimul PFM
sa corespunda cu zero.

Profilurile PFM pentru sistemele ADN-LPEI9u2/ BPEI5u2 prezinta un minim major
la ~ 4 A, dezviluind distante P-N similare in configuratiile atasate. Am descoperit
ca polimerul liniar studiat este capabil sa formeze complexe cu ADN-ul la distante
intermediare P-N (mai mari decit distanta medie la care PFM prezinta minimul
major), in timp ce varianta ramificata pare sa formeze poliplecsi ADN-PEI (putin)

mai favorabil.



4

Modelarea si simularea coarse-grained a
polietileniminei

4.1 Introducere

Studiile atomistice computationale mentionate in capitolele precedente au prezentat
limitari majore in cazul sistemelor biomoleculare complexe, cum ar fi cele compuse din
ADN si vectori de livrare, deoarece simularea unui numar masiv de atomi (milioane)
devine o sarcina laborioasa, chiar si pentru computere cu performante inalte. Avand
in vedere ca interesul pentru protocoale eficiente de livrare a genelor este in continua
crestere, a fost necesara o metoda care sa permita simularea eficienta a sistemelor
mult mai mari si, de asemenea, a unor intervale de timp mai lungi. Fara o pierdere
notabila a acuratetei, metodele coarse-grained (CG) se bazeaza pe maparea mai multor
atomi Intr-un singur punct de interactiune, si astfel dimensiunea sistemului este redusa
semnificativ. Costurile de calcul mai mici faciliteaza obtinerea unor timpi de simulare
considerabil mai mari, deoarece numarul redus de locuri de interactiune implica stabilitate
pe pagi de timp mai mari. Martini [28-30] este un model de cAmp de forte CG popular,
utilizat ca o alegere standard de modelare in studiul de fata, care se bazeaza pe

maparea, in medie, a patru atomi grei intr-un singur bead CG.

4.2 Dezvoltarea unui camp de forte MARTINI pentru polietilenimina

liniara

Am mapat reziduuri intregi de LPEI in bead-uri CG, agsa cum se vede in Figura B—1 i am
identificat pozitiile acestora cu centrele de masa (CM) ale monomerilor LPEI respectivi:
PEI: bead neprotonat care mapeaza monomerul CH,—NH—CH,; PEP: bead protonat
care mapeaza monomerul CH,—NH,*—CH,; PEC: bead de sfarsit de lan, care mapeaza
gruparea CH; (metil).

Functia de energie potentiala Martini are urmatoarea forma:

1 1
Ubonded == Y Kp(b—bo)* + 5 > Kp(0 — 60)*+
bonds angles (4 1)

Z Ky[1 + cos(ny — )]

dihedrals
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LPEI5u2

Figura 4.1: Maparea coarse-grained a LPEI5u2, evidentiind bead-urile definite.

)G e

unde interactiunile de legatura depind de constantele de forta, K, Ky si Ky si de

44
Unon—bonded = Z {J + 45ij

beads 1,5 47TEO€TTU

legaturile si unghiurile de echilibru, by si 6. Potentialul diedral este dependent de
multiplicitate, n, si de faza de referinta, 1)y. Termenii de nelegatura includ interactiunile
electrostatice si Lennard-Jones (LJ), acestea din urma fiind caracterizate prin adancimea
gropii de potential, ;;, si distanta corespunzatoare potentialului de zero, o;;.

Din simularile AA, am calculat distributiile de probabilitate pentru legaturi, unghiuri
si diedrale formate de CM-urile reziduurilor invecinate. Pentru termenii de legatura CG,
folosind fitari cu o singura functie, dar si cu mai multe functii, am extras constantele
de forta CG, valorile de echilibru (legaturi, unghiuri), multiplicitatile i fazele (ultimele
doua pentru termenii diedrali) prin tehnica Boltzmann inversion [31] aplicata pe distribu-
tiille AA de referinta.

Termenilor de nelegatura li s-au atribuit parametrii corespunzatori tipurilor standard
Martini, prin efectuarea de simulari trial CG pentru diferite combinatii si prin verificarea
acordului dintre razele de giratie CG (R,) si distantele end-to-end (D..) si echivalentele
lor AA. Potrivirea dintre datele CG si AA a fost cuantificata prin calcularea abaterilor

patratice medii (RMSD) ale cantitatilor respective.

4.2.1 Parametri de legatura prin metoda Boltzmann inversion

Parametrii CG au fost extragi folosind metoda Boltzmann inversion, direct din distributiile
de probabilitate AA de referinta. Distributiile de probabilitate extrase din simularile
AA prezinta peak-uri multiple, ceea ce este nedorit pentru utilizarea directa a procedurii
Boltzmann inversion. Pentru legatura PEI-PEI prezentata in Figura B2 (a), distributia
de probabilitate este determinata in mod evident de doua functii Gaussiene distincte,
in timp ce distributia PEI-PEP din Figura B2 (b) poate fi construita din trei functii

independente, din care niciuna nu poate fi considerata neglijabila.
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[ PEI-PEP

w

PEI-PEI o AA
1y

Probability
Probability
N

L L L L
2.6 2.8 3.0 3.2 3.4 3.6 3.8 4.0

3?0 3?2 3?4 3?6
Bond length (A) (b) Bond length (A)

Figura 4.2: Distributii de probabilitate pentru distantele (a) PEI-PEI si (b) PEI-PEP.
Rezultatele simularii AA- gi CG (modelul SNda-Qd-3-3-P) sunt reprezentate cu patrate

albastre si, respectiv, cercuri verzi. Fitarea cu 1 functie Gaussiana, cea cu 3 functii si

media cu 3 functii sunt reprezentate cu linii rosii, albastre si, respectiv, verzi.

Astfel, am luat in considerare fitarea cu 3 functii Gaussiene (3-f):

3 1 1
P = ZAieri/kBT, Uip = §Kb,i(b —bo;)?, Uip= §K0,i<9 — 0p,i)? (4.3)

Peak-urile individuale 3-f sunt reprezentate in Figura B=2 cu linii gri Intrerupte,
pozitiile distincte ale maximelor confirmand clar necesitatea unei functii de fitare cu
mai multe varfuri.

Chiar gi ludnd in considerare functiile 3- f pentru a fita distributiile de probabilitate
AA, problema constantelor de forta unice pentru fiecare tip de legatura si unghi
(specificate de functiile potentiale analitice) utilizate in codurile DM conventionale
persista. Am considerat inversul constantei de forta unice egala cu media ponderata a

inverselor valorilor individuale K, (din fitarea 3-f), dupa cum urmeaza:

3

Z sz K9 Z Kﬁz (44)

=1

in timp ce valorile de echilibru pentru distantele si unghiurile respective au fost calculate
simplu ca mediile ponderate ale valorilor individuale:
3 3 S.
(2
= Z wiboﬂ‘, 0 = szeoﬂ, w; = 378 (45)
1 i—1 i=1 "1
Distributiile de probabilitate AA pentru diedralele () formate din patru bead-uri
consecutive au evidentiat contururi calitativ diferite fata de cazul legaturilor i unghiurilor.

A fost conceputa o noua schema bazata pe forma profilurilor AA si pe faptul ca



4.3 Simulari coarse-grained ale polietileniminei liniare 26

programele DM utilizate pe scara larga sunt capabile sa modeleze torsiuni cu functii
multiple. Mai exact, am folosit patru functii (4- f) pentru a fita distributiile de probabilitate
AA:

4
Py = Ae”W/msT Uy ="Ky [1+ cos(nipp — ;)] (4.6)
=1

unde multiplicitatea n; ia valorile 1, 2, 3 si 4, in timp ce faza v, este fie 0°, fie 180°.

4.3 Simulari coarse-grained ale polietileniminei liniare

Am efectuat simulari DM coarse-grained ale lanturilor LPEI solvatate in apa Martini
standard sau, alternativ, polarizabila. Dimensiunile si fractiile de protonare ale polimerilor
utilizati se potrivesc cu cele considerate in studiul AA al LPEI si anume: lanturile erau
compuse din 27-, 39- gi 51 de monomeri, iar fractiile de protonare (fp) au fost egale cu
0, 1/4, 1/3 si 1/2. Sistemele LPEI solvatate au fost neutralizate prin adaugarea unui
numar de ioni CI” (modelati prin particule Qa) egal cu numarul de bead-uri PEP.
Electrostatica a fost tratata prin metoda reaction field, utilizand o constanta dielectri-
ca (e,) de 2.5 In cazul solvatarii sistemelor cu apa polarizabila, sau, alternativ, o valoare
crescuta de 15 in cazul apei nepolarizabile. Am impus aceleasi conditii de temperatura
si presiune ca si cele utilizate pentru simuldrile AA, si anume 310 K si 1 bar. In acest
scop, am folosit termostatul “velocity rescaling” [32] cu o constanta de cuplaj de 1 ps

si barostatul Parinello-Rahman [3; 4] cu o constanti de cuplaj de 12 A.

4.3.1 Selectarea tipurilor standard Martini potrivite

Pentru a dezvolta un camp de forte aditiv CG compatibil cu Martini, tipurile de
bead-uri trebuie identificate cu tipuri standard Martini, astfel incat sa li se atribuie
parametri compatibili de nelegitura. In acest scop, am selectat diverse combinatii dintre
siturile standard de interactiune pentru bead-urile noastre PEI, PEP si PEC. Concret,
pentru PEI, am luat in considerare trei tipuri nepolare standard, in special Nda, Nd
si NO (precum si variantele lor S gi T) si un tip polar, P2, sugerat de Mahajan gi Tang
[33]. Bead-ul PEP protonat a fost modelat ca o particuld incarcata (+1e) de tip Qda,
Qd sau Q0 (impreuna cu variantele S gi T), ceea ce indica, de asemenea, faptul ca acest
bead este donor de hidrogen. Pentru comparatie, am considerat in simularile noastre
de testare, pentru combinatia PEI-PEP, si perechea de tipuri standard selectate de
Wei si Lujten [I8], si anume SNda—SQd, si cea a lui Mahajan gi Tang, adica P2-Qd.
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35 —m— [PEI27 —DO- AA . 100 |
—=— [PEI39 —%— CG
—=— LPEI51
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Figura 4.3: Raza de giratie (a) si distanta end-to-end (b) pentru LPEI folosind apa
polarizabila si modelul SNda-Qd-3-3-P FF. Valorile AA (CG) sunt reprezentate cu

patrate goale (pline) si sunt conectate cu linii intrerupte (continue).

In realizarea simularilor CG, am luat in considerare parametrii de legaturs extrasi
folosind functii 3-f pentru legaturi, ambele scheme (1-f si 3-f) pentru unghiuri si fitari
cu 4-f pentru diedrale. In sectiunile urmétoare, am considerat modelul “3-3” (adica
modelarea cu functii 3-f pentru legaturi si unghiuri), deoarece aceasta schema prezinta
cea mai mica abatere patratica medie fata de valorile atomistice pentru Ry si Dk,

validand modelul pentru simulari care utilizeaza apa polarizabila.

4.3.2 Parametri optimi PEI pentru utilizarea cu apa polarizabila/standard Martini

Rezultatele noastre sugereaza ca particula PEI trebuie modelata cu tipul “Small” de
bead-uri Martini, ceea ce este in concordanta cu definitia sa ca bead care mapeaza doar
trei atomi grei, spre deosebire de maparea standard 4-la-1. Acordul dintre cantitatile
structurale AA si CG poate fi usor evaluat din Figura EZ3, care afiseaza valorile R,
si D, pentru modelul SNda-Qd-3-3-P (SNda - tipul standard selectat pentru bead-ul
PEIL Qd - tipul bead-ului selectat pentru PEP).

Prin calcularea abaterii patratice medii dintre valorile AA si CG pentru Ry si D,
am stabilit ca cea mai potrivita combinatie PEI-PEP pentru apa polarizabila este
SNda~Qd. In special, pentru modelul utilizat impreuns cu apa standard, se recomandz
combinatia SN0-SQO, si ca polimerii sa fie slab protonati (adica fractia de protonare
sa fie mai mica de 0,25).

Am calculat coeficientii de difuzie pentru polimerii CG studiati folosind formula
lui Einstein (utilizata si in analiza AA) iar valorile medii sunt prezentate in Figura &4
impreuna cu cele obtinute din simulari atomistice. Este cunoscut faptul ca coeficientul

de difuzie este o marime sensibila din punct de vedere numeric, aga ca am obtinut un
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Figura 4.4: Coeficientul de difuzie pentru LPEI folosind apa polarizabila si modelul
SNda-SQd-3-1-P. Valorile AA (CG) sunt reprezentate cu patrate goale (pline) si sunt

conectate cu linii intrerupte (continue).

acord semi-cantitativ intre datele AA si CG. Cu toate acestea, tendinta generala de
sciadere cu gradul de protonare este pastrati. In plus, am constatat ci coeficientii de
difuzie CG pentru lanturile slab protonate arata o tendinta de supraestimare, in timp

ce pentru polimerii puternic protonati, valorile CG par a fi mai mici decat echivalentii

AA.

4.4  Simulari coarse-grained ale formarii de complecsi
ADN /polietilenimina

Am folosit noul CF impreuna cu parametrii Martini pentru acizi nucleici in simularile
CG ale formarii de poliplecsi ADN-PEI. Am folosit modelul SNda-SQd-3-1-P nou
dezvoltat pentru PEI gi cAmpul Martini pentru ADN dezvoltat de Uusitalo et al. [30],
impreuna cu apa polarizabila [34].

Sistemele contin un dodecamer Drew-Dickerson (DDD, cu secventa de nucleotide
d[CGCGAATTCGCG]z) si un numar selectat de lanturi LPEI15 (4 sau respectiv 8,
avand fractia de protonare egala cu 1/4, sau 1/2) pozitionate circular in jurul moleculei
de ADN la o distantd de 25 A de axa acesteia. Sistemele au fost plasate in cutii cubice
si supuse conditiilor la limita periodice in toate directiile. Molecula de ADN a fost
constransa de-a lungul axei z, si a fost adaugat un numir adecvat de ioni Na™ sau C1~
pentru a obtine neutralitatea sistemului.

Configuratiile initiale si intermediare pentru un sistem compus dintr-un DDD si
patru polimeri LPEI15u2 sunt descrise in Figura BZ5. Atasarea uniforma a LPEI la

incizurile mica si mare ale ADN-ului este evidenta in Figura 873 (d).
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(b)

Figura 4.5: Configuratia initiala (a, b) si intermediara (c, d) a sistemului coarse-

grained compus din ADN gi 4 molecule LPEI15u2 - vederi de sus si laterale (randul

superior /inferior).

4.4.1 Potentialul de forta medie

Pentru a cuantifica formarea complexelor ADN-LPEI, am folosit potentialul de forta
medie (PFM) intre gruparile fosfat ale ADN (mapate in bead-uri BB1) si bead-urile
PEP protonate ale LPEI:

PFM = —kBT log PBBI-PEP + const. (47)

unde Pgpipgp este distributia de probabilitate normalizata a distantelor radiale dintre
BB1 si PEP.

PFM-urile pentru interactiunea BB1-PEP pentru sistemele compuse dintr-un DDD
dublu si fie 8 LPEI15u4, fie 8 LPEI15u2 molecule arata ca minimul principal este
obtinut la ~ 4.6 A, care este mai mare decit minimul PFM obtinut din simulirile
AA. Aceasta discrepanta poate fi coroborata de reprezentarea mai grosiera in cazul

modelarii CG, Tmpreuna cu diferentele de dimensiuni ale moleculelor simulate.
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Concluzii

In vederea studierii formarii si condensarii complecsilor ADN-PEI cel din urma fiind
cunoscut ca un vector eficient de livrare genica, si avand in vedere absenta campurilor
de forta fiabile pentru PEI in literatura, prezenta teza s-a concentrat pe derivarea
parametrilor de inalta calitate pentru acest polimer cationic.

Am dezvoltat un CF atomistic bazat pe date ab initio de Inalta calitate, care a fost
folosit in simulari de dinamica moleculara a polimerilor PEI solvatati. Ulterior, prin
extragerea distributiilor de probabilitate pentru legaturi, unghiuri si diedrale formate
din reziduuri adiacente (mapate in bead-uri), am parametrizat un CF coarse-grained
pentru PEIL care a fost folosit in simulari CG ale sistemelor PEI- si ADN-PEI solvatate.

Modelarea PEI la scara atomista a implicat derivarea tuturor constantelor de
forta si a valorilor de echilibru pentru legaturile, unghiurile si diedralele formate din
atomi consecutivi, precum si sarcinile atomice partiale si parametrii Lennard-Jones,
necesari pentru a caracteriza fortele intramoleculare care actioneaza in moleculele
de dimensiuni gi fractii de protonare arbitrare. Campul de forte AA pe care l-am
dezvoltat respecta standardul CHARMM, care include parametrii pentru o multitu-
dine de molecule biologice.

Calitatea inalta a parametrizarii prezente provine din derivarea consecventa a sarcini-
lor atomice partiale, impreuna cu intregul set de parametri de legatura, ceea ce este
in sine o noutate in comparatie cu studiile anterioare. Validarea cuprinzatoare a CF-
ului a implicat efectuarea de simulari extensive de dinamica moleculara si compararea
rezultatelor cu datele experimentale. In special, am gisit razele de giratie, distantele
end-to-end si coeficientii de difuzie in acord foarte bun cu omologii experimentali pentru
PEI cu greutati moleculare si fractii de protonare similare.

Campul AA dezvoltat a fost utilizat in simulari ale formarii complecgilor ADN-PEI,
care au aratat cele mai favorabile conditii si distante de atagare in ceea ce priveste
gradul de ramificare al PEIL In special, PEI-ul ramificat pare si prezinte o afinitate
mai mare de atagare la incizura mica a ADN-ului si o formare de complecsi mai eficienta
decat in cazul lanturilor liniare.

Noul CF AA pentru PEI [35; 36| este potrivit pentru simulari care implica polimeri
PEI cu grade de ramificare, protonare si greutate moleculara arbitrara, reprezentand un

instrument indispensabil 1n studiile computationale viitoare, care vor oferi o caracterizare
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completa a PEI. Noii parametri pot fi folositi si impreuna cu o mare varietate de
molecule deja incluse in cAmpul de forte CHARMM, deschizand calea catre o gama
larga de studii, care nu se limiteaza neaparat la domeniul livrarii genice.

Prin maparea reziduurilor atomistice in bead-uri coarse-grained, am extras din
simularile AA distributiile de probabilitate pentru lungimi de legaturi, unghiuri si
diedrale formate din reziduuri consecutive gi am dezvoltat un CF CG pentru PEI
liniar[87; BR]. Am selectat pentru bead-urile noastre tipuri adecvate dintre site-urile de
interactiune standard Martini, astfel incat noul camp CG este compatibil cu Martini,
care este unul dintre cele mai utilizate modele CG.

Calitatea 1nalta a modelului nostru CG pentru PEI este evidentiata de potrivirea
foarte buna dintre proprietatile structurale CG si AA si, In consecinta, de acordul cu
masuratorile experimentale. CF-ul a fost folosit in simulari ale formarii de poliplecsi
ADN-PEI, oferind rezultate calitative, in conformitate cu observatiile experimentale.

Parametrii CG derivati pot fi utilizati, impreuna cu CF-ul Martini pentru ADN,
in simulari extensive de condensare ADN-PEI, care implica simularea unor sisteme
de milioane de atomi pe intervale de timp de ordinul microsecundei pentru a obtine
rezultate fenomenologice relevante. Astfel de simulari ar putea oferi cunostinte semnifica-
tive In ceea ce priveste raportul dintre numarul atomilor de fosfor ai ADN-ului si
numarul atomilor de azot din PEI, salinitatea, pH-ul si temperatura solutiilor, de mare

importanta pentru dezvoltarea protocoalelor eficiente si netoxice de livrare genica.
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