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1. LACTOFERINA

1.1.Structura lactoferinei

Lactoferina este o glicoproteina monomer cu masa moleculara in jur de 80 kDa,
responsabila pentru legarea ionilor de Fe** in fluidele fiziologice. Aceasta proteina a fost
izolata pentru prima data din laptele bovin [1], iar cercetarile ulterioare au aratat ca lactoferina
prezintd o afinitate Tnaltd fata de ionii de fier. Mai tarziu aceastd proteind a fost recunoscuta ca
membru al familiei transferinelor, adica a proteinelor capabile sa lege si sa transfere ionii de
Fe** [2].

Lactoferina a fost identificata 1n secretiile glandelor exocrine precum si plasma sangvina.
S-a concluzionat cd pricipala sursd de lactoferind plasmaticd sunt granulatiile specifice
neutrofilelor [3,4]. Desi lactoferina a fost categorizata ca o glicoproteina cu o afinitate inalta
fata de ionii de fier trivalent, studiile au aratat ca acelasi Situs activ al proteinei este capabil de a
lega ioni ai altor metale. Astfel, s-a ajuns la concluzia ca situsul activ al proteinei dispune de o
flexibilitate suficienta pentru a modifica numarul de coordinatie [5].

Lactoferina constd dintr-un singur lant polipetidic alcatuit din 600-700 aminoacizi
organizati in structuri de tip a-helix si foaie B-pliata. Lantul polipetidic al lactoferinei este pliat
in doi lobi elisoidali (N si C) conectati printr-un helix (Figura 1A). Fiecare lob dispune de un
situs activ in care ionul de fier este fixat de reziduurile a patru aminoacizi: acidul aspartic, doua
tirozine si o histidina (Figura 1C). Fiecare molecula de lactoferina poate lega doi atomi de fier
trivalent, iar in functie de nivelul de saturatie cu fier se pot distinge trei forme ale lactoferinei:
apolactoferina (forma fara fier), lactoferina monoferica si lactoferina diferica (hololactoferina).
Specificitatea procesului de legare a ionilor de Fe** se datoreaza participarii ionilor de carbonat.
Anionul trebuie sa fie fixat de situsul activ al proteinei pentru a initializa procesul de legare a
ionilor metalului. Tabelul 1 prezintd dimensiunea legdturilor chimice dintre ionii de fier si
liganzii din sfera de coordinare. Datele au fost obtinute din analiza fisierului de structura al
lactoferinei umane (1BOL.pdb) determinata experimental cu ajutorul tehnicilor de difractie de
raze-X.

Reactia este reversibild si dependentd de pH-ul mediului de reactie, lobul N al proteinei
elibereaza fierul la pH 5.0 iar lobul C retine fierul pana la pH 3.0 [6]. Studiile experimentale au
ardtat cd substratul lactoferinei 151 schimba conformatia in timpul reactiei. Astfel,
hololactoferina va adopta conformatia inchisd, pe cand apolactoferina va avea conformatia

deschisa.



Figure 1. A: Reprezentarea grafica a apolactoferinei (1LHF.pdb). B: Hololactoferina
(1BOL.pdb). Reprezentarea sferei de coordonare a ionului de fier in lobul N al
lactoferinei de catre reziduurile aminoacizilor.



Tabelul 1
Dimensiunea legiturilor chimice (A) ale ionilor de Fe* coordinati la liganzii din centrii

activi ai lactoferinei umane.

Legatura lobul N lobul C
Fe-O:Asp60 (Asp395) 2.146 2.008
Fe-O:Tyr92 (Tyr435) 2.035 2.004

Fe-O:Tyr192 (Tyr 528) 1.817 1.848
Fe-N:His253 (His597) 2.087 2.194
Fe-01:C05”695(C0O3*696) 2.007 2.286
Fe-02:C03%695(C0O5°696) 2.138 2.010

Lactoferina poseda numeroase functii biologice. Proprietétile biochimice ale lactoferinei deriva
din caracteristicile structurale ale acesteea precum si din functia de baza de legare a ionilor de
fier. Lactoferina este implicatd Tn mai multe procese fiziologice inclusiv antimicrobiene [7],
imunomodulatoare [8] si anticancerigene [9, 10]. Din acest motiv, investigarea proprietatilor
lactoferinei este un domeniu de interes remarcabil, iar studierea mecanismelor de actiune ale
acesteea va contribui la dezvoltarea unor strategii pentru aplicatii biotehnologice in medicina.

Obiectivul principal al acestui studiu este de a studia structura si mecanismul de interactie a
lactoferinei cu ionii de Fe®" prin aplicarea tehnicilor computationale. Obiectivul acestui studiu
se realizeaza prin dezvoltarea unui protocol de investigare a structurilor moleculare biologice
care combind o serie de metode de cercetare §i caraCterizare structurald, pregartirea
configuraticie de pornire si crearea sistemului molecular pentru simulare, experimente de

simulare a dinamicii moleculare si interpretarea datelor obtinute.

1.2.Studiu de aliniament multiplu al secventelor de lactoferina

In prezent sunt disponibile in bancile de date structuri moleculare ale lactoferinelor izolate
din diferite specii (Tabelul 2). In acest context, analiza acestor structuri in ideea de a evalua
gradul de similaritate / omologie reprezinta o etapa importanta de realizat.

Metoda de aliniament multiplu al secventelor (Multiple Sequence Alignment ) este utilizata
pentru evaluarea seturilor de secvente si structuri macromoleculare biologice ce au o relatie de
evolutie comuna. Folosirea combinatd a informatiei oferitd de secvente si a instrumentelor de
calcul va conduce la cresterea intelegerii functiei proteinelor cu structura similara.

Fisierele ce contin informatia de structura ale lactoferinelor au fost obtinute din Banca de

Date pentru Proteine (Protein Data Bank [16]). Studiul de aliniament multiplu al moleculelor de
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lactoferina a fost realizat cu pachetul de programe MultiSeq [17]. Acest program permite
evaluarea secventelor si structurilor ale moleculelor proteice si acizilor nucleici. Pentru
aliniamentul secventelor lactoferinelor cercetate a fost utilizat plug-inul ClustalW [18]. Pentru
aliniamentul structurilor lactoferinelor cercetate a fost utilizat plug-inul STAMP [19]. Rularea
algoritmelor incluse in ambele plug-inurile STAMP si ClustalW rezulta in generarea unui set
de parametri: Qs (similaritatea structurald), Quy (omologia structurald), Identitatea Procentuala,
RMSD (devierea medie patraticd). Valorile acestor parametri o sa difere in dependentd de
algoritmul aplicat pe acelasi set de proteine. Prin urmare, acest set de parametri poate fi folosit
pentru evaluarea calitatii aliniamentului si pentru identificarea similaritatilor sau diferentelor

dintre proteinele investigate.

Tabelul 2
Codul PDB al fisierelor de structuri folosite pentru acest studiu.
Codul PDB Descrierea Referinta
1BOL Lactoferina difericd umana [11]
1BlY Lactoferina diferica de bivol [12]
1BLF Lactoferina diferica bovina [13]
1i6B Lactoferina diferica de cal [14]
116Q Lactoferina diferica de camila [15]

Parametrii aliniamentului de structura si secventd pentru cele cinci lactoferine cercetate sunt

prezentati in Tabelul 3 i 4. Lactoferina umanad a fost folosita ca molecula de referinta.

Tabelul 3
Prametrii aliniamentului de structura.
Buffalo Bovine Equine Camel
lactoferrin lactoferrin  lactoferrin lactoferrin
Qu 0.8393 0.8160 0.8688 0.3869
RMSD (A) 1.5354 1.8106 1.2773 1.6093
Percent ldentity (%) 69.35 68.88 74.31 30.60




Tabelul 4

Prametrii aliniamentului de secventa.

Buffalo Bovine Equine Camel

lactoferrin lactoferrin  lactoferrin lactoferrin
Qu 0.8356 0.8154 0.8634 0.4503
RMSD (A) 1.6093 1.8616 1.1414 12.6343
Percent Identity (%) 70.19 69.61 74.96 73.81

Figura 2 reprezinta imaginea graficd rezultatd in urma aliniamentului multiplu al celor
cinci secvente de lactoferind. Portiunile colorate in albastru indica faptul ca moleculele sunt
bine conservate in aceste puncte. Portiunile colorate in rosu sunt regiunile in care nu exista o

similaritate in structura moleculelor proteice.

Figura 2. Reprezentarea grafica rezultata din aliniamentului multiplu al structurilor

lactoferinelor cercetate. Moleculele sunt colorate dupa Qs (similaritatea reziduala).



Parametriii calculati din aliniamentul de structurd aratd cad, in general structura
lactoferinei este bine conservati printre speciiile investigate in acest studiu. In cazul
lactoferinei de camila valoarea parametrului de omologie structurald este mai mica comparativ
cu celelalte lactoferine, Qy este 0.3869 si Identitatea Procentuala este 30.60%. Aliniamentul de
secventa arata ca lactoferina de camila difera nu doar in compozitie chimica ci si din punct de
vedere al aranjamentului aminoacizilor in molecula proteica (RMSD=12.6343).

Figura 3 prezinta graficul similaritatii structurale (Qs) per reziduu al lactoferinei
umane si lactoferinei de camild. Chiar daca valorile Qs diferd intre specii, forma graficelor

este similara Tn ambele cazuri indincand un profil strucural comun.
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T T T T T T
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Figura 3. Graficul similarititii structurale per reziduu obtinut pentru lactoferina

umana (negru) si lactoferina de camila (gri).

1.3.Calcule pKa

Procesul de legare si eliberare a ionilor de fier de catre molecula lactoferinei este precedat
de modificari ale conformatiei moleculare. Datorita interactiilor intermoleculare, tranzitia
proteinei de la forma deschisd la forma inchisd duce la modificarea starii de protonare a
reziduurilor din compozitia proteinei. Pentru cercetarea reactiilor de protonarea-deprotonare a
reziduurilor lactoferinei si identificarea aminoacizilor implicati direct in legarea si eliberarea

ionilor de fier a fost aplicat modelul electrostatic continuu Poisson-Boltzmann pentru molecula
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de lactoferina in conformatia deschisa si inchisa in starea de protonare corespunzdtoare unui pH
fiziologic.

Calculele pKa au fost realizate cu H++ web server [20-22]. Metoda care sta la baza acestor
determinari a fost descrisda de descrisa de Bashford D. si Karplus, M. [23]. Aceasta consta in
calcularea valorilor pKa pentru grupele ionizabile in sistem prin aplicarea modelului
electrostatic continuu Poisson-Boltzmann [24,25]. Determinarile pKa au fost realizate in
conditii de tarie ionica 150 mM, constanta dielectricd a solutului 4.0 si constanta dielectrica a
solventului 80.0. Structurele PDB au fost protonate cu campul de forte AMBER [26].

Datele au fos colectate pentru lobul N in patru conformatii ale lactoferinei: apolactoferina
umanid in conformatia dechisd, hololactoferina umana, hololactoferina fara ioni de COs,
apolactoferina umana in conformatia inchisa. Tabelul 5 prezinta valorile pKa calculate pentru
lactoferina umana in cele patru conformatii.

Rezultatele obtinute confirma ca tranzitia lacoferinei de la o conformatie la alta este
insotita de schimbari in starea de protonare a unor reziduuri proteice specifice.

Aminoacidul Asp60 are valori pKa scazute in toate conformatiile inchise. Reiesind din
informatia de structura din fisierul PDB, Asp 60 formeaza o legatura de hidrogen cu lizina -
Lys301 in conformatia deschisa; in conformatia inchisa aceasta legdtura este absenta, ceea ce
explica aceasta diferenta a valorilor pKa.

La pH fiziologic, tirozinele sunt in stare deprotonatd in conformatiile inchise cu
exceptia tirozinei Tyr92 ce are o stare de protonare stabild in toate patru conformatii si Tyr192
care este protonata in toate conformatiile inchise. Aceasta observatie indica asupra importantei
starii de protonare a reziduului de tirozina (Tyr-192). Protonarea acestuia in forma inchisa va
declansa eliberarea ionilor de fier din compozitia lactoferinei.

Histidina His253 are valori scizute in toate patru conformatii ale lactoferinei. In
formele inchise al lactoferinei valorile pKa se micsoreaza cu 4 pK unititi. Iinchiderea lobului
lactoferinei creaza un mediu de interactii electrostatice cu aminoacizii din proximitatea
histidinei cauzand deprotonarea acestea.

Valorile pKa ale lizinei Lys301 suferda modificari in timpul tranzitiilor de la forma
deschisa la forma Inchisa a lactofeinei. Deprotonarea lizinei este cauzatd de aminoacizii din
proximitatea acestea.

Argininile Arg89, Argl33, Argl71, Arg258 au valori ale pKa ridicate in forma deschisa
si scazute in formele inchise ale lactoferinei. Spre deosebire de acestea, Arg 121 si Arg210
sufera modificari ale valorilor pKa cu 4 pK unitati, subliniind importanta participarii lor in

procesul de inchidere/deschidere al proteinei.



Tabelul 5

Valorile pKa calculate pentru lactoferina umana in diferite conformatii.

PKa

Residuu a b C d

GLU-51 6.973 5.318 5.296 5.293
*ASP-60 3.154 -0.405 -0.055 0.020
TYR-65 14.139 12.972 12.986 12.977
TYR-72 12.500 11.444 11.436 11.434
GLU-80 3.016 4.147 3.967 3.980
ARG-89 11.040 9.989 9.696 9.722
HIS-91 4.670 4.387 3.462 3.476
*TYR-92 12.218 12.034 12.615 12.857
ARG-121 8.169 3.781 3.781 3.667
ARG-133 16.499 11.879 11.946 11.936
LYS-163 9.867 7.833 7.826 7.815
ARG-171 14.304 11.913 11.908 11.908
*TYR-192 9.463 12.315 13.265 13.687
ARG-210 9.781 5.317 5.945 6.065
GLU-211 5.808 4.472 4.741 4.806
ARG-224 11.022 12.412 12.408 12.349
TYR-227 16.134 14.127 14.145 14.152
LYS-237 8.276 9.728 9.727 9.708
LYS-243 10.328 9.117 7.868 7.868
*HIS-253 2.371 -2.260 -1.762 -1.662
ARG-258 14.548 10.862 10.821 10.824
ASP-297 2.468 3.987 3.625 3.616
LYS-301 7.727 4.980 4.634 4.676
ASP-315 2.828 4.931 4.927 4.929

a — pKy pentru apolactoferina umana in conformatia dechisa,
b - pKa pentu hololactoferina umand;

C - pKa pentru hololactoferina fara ioni de COs*;

d - pKa pentru apolactoferina umana in conformatia inchisd.

Aminoacizii din centrul activ al proteinei, direct implicazi in legarea

marcai cu asterisk.

ionilor de fier sunt

10



Figura 4 prezintd dependenta sarcinii totale a lactoferinei in conformatia deschisa si
inchisa calculate in functie de pH-ul mediului. Curbele obtinute au o forma caracteristica
tuturor proteinelor din familia de transferine. Deasemenea a fost calculat punctul izoelectric al
proteinei cu valoarea de 9.48 pentru conformatia deschisa si 9.78 pentru conformatia inchisa.
Aceste valori corespund cu valorile punctului izoelectric determinate experimental [27,28].

Cercetarea valorilor pKa ale celor patru conformatii ale lactoferinei confirma faptul ca
legarea /eliberarea ionilor de fier este permisa doar pentru anumite stari de protonare ale
aminoacizilor implicati in aceste procese. Starea de protonare a acestor aminoacizi este

determinata de interactiile electrostatice in care acestia sunt implicati.

60
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Figure 4. Dependenta sarcinii totale a lactoferinei in conformatia deschisa (linie
continua) si inchisa (linie punctata) calculate in functie de pH-ul mediului.

1.4.Calculul potentialului electrostatic de suprafata

La pH fiziologic lactoferina este capabild de a fixa ionii de fier rezultdnd in tranzitia
conformatiei de la forma deschisa la forma inchisa. Scaderea pH-ului pana la 5.0 declanseaza
deschiderea lobului N si eliberarea ionului de fier. La valori ale pH-ului mai mici de 3.5 lobul
C elibereaza ionul de fier. Toate aceste procese vor induce perturbatii ale potentialului

electrostatic de suprafatd al moleculei proteice. Prin urmare, calcule ale potentialului
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electrostatic de spurafata au fost efectuate pentru valori ale pH-ului 3.0; 5.0 si 7.4. Starea de
protonare a reziduurilor lacoferinei a fost desemnata in conformitate cu pH-ul ales.

Figura 5 prezinta potentialul electrostatic de suprafata calculat pentru apolactoferina in
conformatie inchisa si deschisa la pH 7.4. Calculele au fost realizate cu pachetul de programe
APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) [29]. Analizand rezultatele obtinute de pe urma
acestui studiu (Figura 5) se poate observa ca tranzitia de la forma deschisa la forma inchisa
rezulta in redistribuirea sarcinii negative pe suprafata moleculei proteice.

Figura 6 reprezinta distributia potentialului electrostatic de suprafatd in centrul activ al
proteinei din lobul N in forma deschisd modelat pentru valori ale pH-ului 3.0; 5.0 si 7.4.
Analiza rezultatelor obtinue indica asupra faptului cd micsorarea pH-ului induce modificari ale
electrostaticii de suprafata, crescand sarcia pozitiva a proteinei. Extinderea regiunilor de sarcina
pozitiva pe suprafata proteinei va crea respingerea electrostaticd intre reziduurile proteinei

inclusiv si a celor din centrii activi ai proteinei, provocand deschiderea lobului si eliberarea

ionului de fier.

Open apo-form

Closed apo-form

Potentialon Isosurface of Potential on Isosurfaceof
Biomol. Surface Potential Biomol. Surface Potential

Figura 5. Potentialul de suprafata al apolactoferinei inchise si apolactoferinei deschise
la pH 7.4. Potentialul de suprafata mapat pe suprafata biomoleculari este colorat de
+10 kT/e. Suprafetele incircate negativ sunt colorate in rosu si cele pozitive in

albastru. 1zosuprafata este colorata de un potential de +3 kT/e.



pH 7.4 pH 5.0 pH 3.0

Figura 6. Reprezentarea grafica a distributiei potentialului electrostatic de suprafata in
centrul activ al proteinei din lobul N in forma deschisi. in toate trei reprezentiri

potentialul este colorat de £10 kT/e.
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2. BAZELE TEORETICE ALE DINAMICII MOLECULARE

2.1.Simularea moleculara

Simularea dinamicii moleculare este un set de instrumente ce imbina calcule teoretice si
tehnici computationale utilizate pentru a studia proprietatile sistemelor moleculare in termeni
de structurd si interactiuni la scald microscopica [30]. Aceste metode de studiu pot oferi
informatii noi, ce nu sunt accesibile in experimentele de laborator. Simuldrile computationale
pot fi considerate ca metode experimentale “virtuale” ce fac legatura intre teorie si
experimentele de laborator [31,32].

O simulare de dinamicd moleculard constd in generarea unei configuratii de pornire din
structura moleculara determinatd experimental si simularea conditiilor ce imitd un mediu
natural pentru aceasta structura moleculara. Calitatea modelului dinamic obsinut depinde de
calitatea configuratiei de pornire. Prin urmare, dinamica moleculara poate fi utilizatd pentru
abordarea unor Intrebari specifice legate de proprietatile sistemului model studiat. Simularile de
dinamica moleculard se referd n primul rand la energia sistemului molecular construit in baza
structurii studiate. Astfel, etapa initiald in realizarea unui studiu de modelare moleculara consta
in descrierea problemei din punct de vedere al relatiei structura-energie. Teoretic, existd doud
modalitati de studiu al energiei unor astfel de sisteme moleculare si anume (I) modelul
mecanicii moleculare in care se aplica un camp de forte pentru calcularea interactiilor si
evaluarea energiei potentiale a sistemului ca functie de coordonatele atomice al modelului
molecular; (II) modelul mecanicii cunatice ce descrie energiea unei molecule in functie de
interactiile intrei nuclee si electroni descrise de ecuatia Schrodinger [33,34]. Principiile
mecanicii cunatice sunt mult mai potrivite pentru a descrie dinamica si proprietatile sistemelor
moleculare [35]. Insa, din cauza limitarilor impuse de tehnologia computationala disponibila in
prezent, este aproape imposibil de a investiga prin metoda mecanicii cuantice sistemele
moleculare. Prin urmare, pentru cele mai multe sisteme moleculare se va alege metoda
mecanicii moleculare care apeleaza la aproximari precum ignorarea descrieirii cuantice a

electronilor [36,37].

2.2.Mecanica moleculara

Mecanica moleculara calculeaza structura si energia moleculelor in baza interactiilor
intramoleculare. Aceastd metodd de studiu nu trateaza electronii Tn mod explicit, Tnsa se
presupune ca acestia se vor regasi intr-o distributie optimd odatd ce se vor cunoaste pozitiile

nucleelor [38]. Aceastd presupunere se bazeaza pe aproximatia Born-Openheimer in care se
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tine cont de faptul ca nucleele au masd mult mai mare decat electronii astfel incét acestia din
urmi fsi ajusteaza instantaneu pozitiile odatdi cu miscarea nucleelor [39,40]. in modelele
mecanicii moleculare atomii sunt priviti ca sfere rigide cu raze fixe, obtinute teoretic sau
experimental, iar legaturile chimice sunt considerate resorturi. Interactiile intramoleculare pe
care le sufera modelul investigat sunt descrise prin functii matematice simple. De exemplu,
legea lui Hooke este utilizata pentru a urmari interactiile Intre atomii legati, iar interactiile intre
atomii nelegati pot fi usor descrise de functia Lennard-Jones. O simulare de dinamica
moleculard a modelelor simplificate rezolva numeric ecuatia de miscare a lui Newton, ceea ce

face posibild urmarirea fluctuatiilor structurale pe care le sufera sistemul in timp [41].

2.3.Metoda dinamicii moleculare

Dinamica moleculara este o metoda de simulare moleculara ce descrie dinamica si
interactiunile din sistemul modelat , ludnd in calcul parametri precum temperatura, presiunea si
interactiunea cu solventul. O importanta caracteristicd a simularilor de dinamica moleculara
este cd descrie miscarea individuald a particulelor ca o functie de timp. Metoda simuldrii
dinamicii moleculare genereaza o traiectorie (configuratie moleculara ca functie a timpului) a
unui sistem molecular prin integrarea simultana a ecuatiei de miscare a lui Newton pentru toti

atomii sistemului molecular:

_ 1)

Vectorul de pozitie in sistemul de coordonate carteziene este o functie de timp iar  este
forta exercitata de catre atomii sistemului molecular asupra unui atom ~ din sistem.

In practica, traiectoriile simularilor de dinamici moleculara nu pot fi obtinute direct din
ecuatia de miscare a lui Newton din cauza lipsei unei solutii analitice. Cunoscand forta  si
masa  pentru fiecare atom din modelul molecular, inti se calculeaza acceleratia atomului

Dupa care, viteza  se calculeaza din relatia:

_ )

In final, vectorul de pozitie ~se calculeazi din relatia:

_ ©)
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Astfel, ecuatiile de miscare cuplate sunt rezolvate pas cu pas [42]. Algoritmul dinamicii
moleculare integreazd numeric ecuatiile de miscare Newton pentru a genera traiectoriile.
Necatand la unele limitdri, in prezent mai multi algoritmi sunt utilizati pentru calcularea

traiectoriilor.

2.4.Campul de forte

Metodele mecanicii moleculare inclusiv simularile de dinamica moleculara se bazeaza pe
aproximarea empiricd a campului de forte pentru calcularea interactiilor intramoleculare si
evaluarea energiilor potentiale ale sistemului investigat.
Un camp de forte este o expresie matematica care imbind functii analitice clasice ce descriu
interactiunile atomilor din sistemul modelat. Campul de forte este forma analiticd a
potentialului interatomic , ce reprezintd energia potentiald a atomi ce
interactioneaza in functie de pozitia acestora  [43]. Campurile de forte sunt calibrate conform
rezultatelor experimentale si calculelor cuanto-mecanice pentru modele de compusi de

dimensiuni mici. Un camp de forte tipic include urmatoarele tipuri de interactiuni:

intinderea legaturii;

- deformarea unghiului de valent;

torsiunea legaturii;

interactii intre atomii nelegati.
Ecuatiile insumate ale acestor interactii precum si parametrii necesari pentru descrierea

atomilor si legaturilor chimice reprezinta cimpul de forte (Ecuatia 4) [44].

T 1 : 1 Ivrz . ‘ .
v=>%" k(1 —10) + > Sha(0 = 00)* + > 5 L+ cos(no — )

bonds angles torsions
12 6
I e i9j
improper L.J L] 1] elec L (4)
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3. EXPERIMENTELE DE SIMULARE A DINAMICII MOLECULARE

3.1.Procedura generala de simulare

Configuratiile de pornire pentru experimentele de simulari de dinamica moleculard sunt
create in baza structurilor moleculare determinate experimental cu ajutorul tehnicilor de
difractie de raze-X si rezonantd magnetica nucleard. Pentru acest studiu, figierele ce contin
coordonatele initiale ale structurii proteice au fost obtinute din Banca de Date pentru Proteine.

Toate experimentelor de simulare a dinamicii moleculare din cadrul acestui studiu au fost
realizate cu pachetul de programe GROMACS v4.5 [45-49]. Acest pachet de programe ruleaza
in mediul de operare Linux.

Experimentele de dinamicd moleculara in cadrul acestui studiu au fost realizate pe sistem

de operare Linux kernel: Fedora v17 (64-bit).

3.2.Simulari de dinamica moleculara a lactoferinei

Studiul dinamicii moleculare a lactoferinei a fost orientat in doua directii si anume:
cercetarea stabilitatii lactoferinei in diferite conformatii si pe de alta parte studierea rolului unor
reziduuri proteice din apropierea sferei de coordonare a ionilor metalului din situsul activ al
lactoferinei. Modelele de difractie a razelor-X cu rezolutie inaltd ale moleculelor de
apolactoferina (1LFH.pdb [50]) si hololactoferina (1BOL.pdb [51]) au fost utilizate pentru
generarea configuratiilor de pornire in experimentele de simulare. Aceste doud modele proteice
au fost Intai rafinate prin eliminarea tuturor moleculelor de apa. Atomii ce lipseau din structura
reziduurilor proteice Arg86 si GIn418 ai moleculei de hololactoferind au fost reconstruiti cu
ajutorul aplicatiei Swiss-PdbViewer [52]. In continuare, fisierul cu informatia de structuri a
hololactoferieni a fost folosit pentru generarea a doud structuri aditionale: conformatia inchisa a
apolactoferinei si conformatia inchisd ce contine 2 ioni de carbonat.

Cele patru modele de lactoferinda au fost utilizate pentru experimentele de dinamica

moleculari. Sistemele simulate sunt sumarizate in Tabelul 6.

Tabelul 6
Sumarul simulirilor de dinamica moleculara.
Modelul simulat Compozitia modelului Durata simulirii
S1 Apolactoferina in conformatia deschisa 5ns
S2 Apolactoferina in conformatia inchisa 5ns
S3 Apolactoferina in conformatia inchisi + 2 CO3” 5ns
S4 Hololactoferina 5ns
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PDB2PQR Server [53, 54] a fost utilizate pentru a desemna starea de protonare
corespunzatoare pH-ului fiziologic tuturor reziduurilor din structura proteicd a modelului
simulat. Campul de forte OPLS-AA (Optimized Potential for Liquid Simulations [55]) a fost
implimentat pentru construirea topologiei proteinei. Sarcinile atomice ale ionului de carbonat
au fost luate din referinta [56]. Parametrii potentialui Lennard-Jones ai ionilor Fe*" in solutie au
fost luati din referinta [57]. Initial, modelul proteinei a fost plasat intr-o celuld de reactie de
formi cubicd. Celula a fost setatd astfel incat si aibd 10 A profunzime in jurul proteinei.
Conditiile la limita periodice au fost aplicate in toate directiile celulei de reactie. Ulterior, cutia
de reactie a fost umplutd cu molecule de apa modelate de functia TIP3P [58], iar pentru
neutralizarea sarcinii electrice in sistemul creat s-au adaugat ioni de clor. Figura 7 prezinta
imaginea sistemului obtinut. Dupa care a urmat minimizarea energiei potentiale a sistemului

timp de 100 picosecunde (ps) folosind algoritmul steepest descent.

Figura 7. Reprezentarea grafici a modelului de lactoferini in celula de reactie cu apa.
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Pentru a stabiliza temperatura intregului sistem, dupa etapa de minimizare, acesta a fost
echilibrat timp de 500 ps folosind ansamblul termodinamic izoterm-izocor NVT (numar
constant de atomi, N, volum constant, V si temperaturd constantd, T). Stabilizarea presiunii s-a
realizat prin echilibrare sistemului timp de 500 ps folosind ansamblul termodinamic izoterm-
izobar NPT (numar constant de atomi, N, presiune constantd, P si temperatura constanta, T).
Presiunea a fost mentinuta constanta prin utilizarea barostatului Parinello-Rhaman [59]. Dupa
care au urmat simularile de dinamica moleculara propriu-zise.

Distanta cutoff pentru interactiile van der Waals a fost de 14 A. Calculul fortelor
electrostatice indepartate a fost realizat prin metoda PME (particle-mesh Ewald) cu
dimensiunile nodurilor de 1 A. In timpul simularii lungimea legaturilor a fost constransi cu
algoritmul LINCS (Linear Constraint Solver [60]).

Simularile de dinamicd moleculara s-au desfasurat la temperatura de 300 K si lungimea
traiectoriilor rezultate a fost de 5 ns pentru fiecare model molecular.

Analiza simuldrilor s-a realizat cu programele GROMACS si VMD [61]. Reprezentarile
grafice au fost produse cu programul VMD.

19



4. ANALIZA SIMULARILOR DE DINAMICA MOLECULARA

Procedura de realizare a experimentelor de simulare a dinamicii moleculare poate fi
divizatd in trei etape generale: prima este pregdrtirea configuratiei de pornire si crearea
sistemului molecular pentru simulare, minimizarea energiei si echilibrarea, a doua este insasi
rularea simuldrii si producerea traiectoriei, iar a treia este analiza traiectoriilor §i interpretarea
datelor obtinute. Ultima etapa poate fi divizata in alte trei subetape:

- verificarea calittii experimentelor de dinamici moleculard. In aceatsi etapd se verifica
evolutia in timp a energiei potentiale, temperatura, presiunea si densitatea Sistemului
cerecetat;

- realizarea analizelor menite sa raspunda la intrebarile stiintifice propuse pentru realizarea
simularii;

- analiza comparativd a rezultatelor obtinute din mai multe simulari pentru evaluarea

complexa a problemei cercetate.

4.1. Evaluarea stabilitatii lactoferinei in diferite conformatii

Experimentele de simulare a dinamicii moleculare au fost realizate in scopul evaluarii
stabilitatii moleculei proteice de lactoferind in patru conformatii: apolactoferina deschisa,
apolactoferina inchisa, apolactoferina in conformatia inchisd + 2COs” si hololactoferina. in
continuare ne vom referi la aceste sistem ca S1, S2, S3, S4, dupa cum este indicat in Tabelul 6.
Analiza comparativa a comportamentului proteinelor la nivel unimolecular a fost realizata cu
ajutorul pachetelor de programe GROMACS, XmGrace si VMD. Traiectoria sistemelor pe
parcursul etapei de simulare de dinamica moleculara a fost analizata prin intermediul evolutiei

devierii medii patratice (RMSD) pentru atomii Ca (Figura 8).
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Figura 8. Evolutia devierii medii patratice ale atomilor Ca din structura lactoferini de-a

lungul simulérii de dinamica moleculara ale celor patru sisteme.

20



Analiza RMSD este aplicata in determinarea tranzitiilor structurale ale secventelor proteice de-
a lungul simularilor simularilor de dinamica moleculara. Curbele RMSD-ului calculate pentru
molecula proteica in toate patru sisteme au prezentat diferentieri. Analizdnd graficul prezentat
in Figura 8 se poate observa ca valorile RMSD cresc brusc in primele 100 ps ale simularii in
toate patru sisteme cercetate, atingand valor de 1.5-2.0 A. De-a lungul intregii simuliri valorile
RMSD prezinti fluctuatii cu valori maxime cuprinse intre 2.5-3.8 A. Reiesind din graficul din
Figura 8 sistemul S3 prezintd cele mai mici fluctuatii indicand asupra faptului ca aceasta
conformatie este §i cea mai stabila dintre cele patru cercetate. Interesant este faptul ca S1 si S2
difera in evolutia RMSD-ului de-a lungul simularii, apolactoferina in forma deschisa fluctueaza
mai mult decat apolactoferina in forma inchisd. O imagine mai detaliatd despre
comportamentul moleculelor de lactoferind in sistemele studiate poate fi obtinutd prin

intermediul analizei evolutiei fluctuatiilor medii patratice (RMSF) ale atomilor Ca (Figura 9).
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Figura 9. Evolutia fluctuatiilor medii patratice ale atomilor Ca din structura lactoferini

de-a lungul simulérii de dinamica moleculara ale celor patru sisteme.
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Rezultatele obtinute corespund observatiilor ce au reiesit din analiza evolutiet RMSD. Sistemul
S4 in care se contine hololactoferina (lactoferina saturatd cu fier) suferd cele mai notabile
fluctuatii. Analiza ariei suprafetei accesibile solventului (SASA) oferd informatie aditionala
diferitd decat rezultatele RMSD si RMSF. S-a identificat ca sistemul S2 (apolactoferina in
conformatia inchisd) suferd cele mai mari fluctuatii. Aceastd observatie sugereaza ideea ca
apolactoferina in conformatia inchisd este cel mai putin stabild, astfel rearanjarea

conformationala locala este necesara pentru stabilizarea conditiei moleculei.
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Figura 10. Evolutia ariei suprafetei accesibile solventului calculate pentru

traiectorii de 5 ns ale celor patru sisteme.
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5. CONCLUZII

In aceasta lucrare a fost studiata structura si mecanismul de interactie al lactoferinei cu
ionii de Fe®" prin aplicarea tehnicilor computationale. Pentru realizarea acestui studiu s-au
utilizat structuri din bazele de date pentru proteine (PDB) si pachete de programe de simulare si
analiza: H++ server, PDB2PQR server, APBS, GROMACS, XmGrace, VMD.

In prezent sunt disponibile in bancile de date structuri moleculare ale lactoferinelor
izolate din diferite specii. In acest context apare necesitatea de a studia gradul de similaritate
ale structurilor si secventelor proteice ale lactoferinelor. Metoda de aliniament multiplu al
secventelor fost aplicata pentru a studia gradul de similaritate dintre moleculele lactoferinei
diferica umana, lactoferinei diferica de bivol, lactoferinei diferica bovina, lactoferinei diferica
de cal si ale lactoferinei diferica de camild. Parametriii calculati din aliniamentul de structura
aratd ca, in general structura lactoferinei este bine conservata printre speciiile investigate in
acest studiu. In cazul lactoferinei de camild valoarea parametrul de omologie structurald este
mai mica comparativ cu celelalte lactoferine, QH este 0.3869 si Identitatea Procentuala este
30.60%. Aliniamentul de secventa arata ca lactoferina de camila difera nu doar in compozitie
chimicd ci si din punct de vedere al aranjamentului aminoacizilor in molecula proteica
(RMSD=12.6343).

Procesul de legare si eliberare a ionilor de fier de catre molecula lactoferinei este
precedat de modificari ale conformatiei moleculare. Datorita interactiilor intermoleculare,
tranzitia proteinei de la forma deschisd la forma Inchisa duce la modificarea starii de protonare
a reziduurilor din compozitia proteinei. Pentru cercetarea reactiilor de protonarea-deprotonare a
reziduurilor lactoferinei si identificarea aminoacizilor implicati direct in legarea si eliberarea
ionilor de fier a fost aplicat modelul electrostatic continuu Poisson-Boltzmann pentru molecula
de lactoferind in conformatia deschisad si inchisd in starea de protonare corespunzatoare unui
pH fiziologic. Cercetarea valorilor pKa ale celor patru conformatii ale lactoferinei confirma
faptul cd legarea /eliberarea ionilor de fier este permisd doar pentru anumite stari de protonare
ale aminoacizilor implicati in aceste procese. Starea de protonare a acestor aminoacizi este
determinata de interactiile electrostatice in care acestia sunt implicati.

La pH fiziologic lactoferina este capabila de a fixa ionii de fier rezuland in tranzitia
conformatiei de la forma deschisa la forma inchisa. Scaderea pH-ului pana la 5.0 declanseaza
deschiderea lobului N si eliberarea ionului de fier. La valori ale pH-ului mai mici de 3.5 lobul
C elibereaza ionul de fier. Toate aceste procese vor induce perturbatii ale potentialului
electrostatic de suprafata al moleculei proteice. Calculele potentialului electrostatic de suprafata
au fost realizate cu pachetul de programe APBS. Analiza rezultatelor obtinue indica asupra

faptului cd micsorarea pH-ului induce modificari ale electrostaticii de suprafata, crescand sarcia
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pozitiva a proteinei. Extinderea regiunilor de sarcind pozitiva pe suprafata proteinei vor crea
respingerea electrostatica intre reziduurile proteinei inclusiv si a celor din centrii activi ai
proteinei, provocand deschiderea lobului si eliberarea ionului de fier.

Experimentele de simulare a dinamicii moleculare au fost realizate in scopul evaluarii
stabilitatii moleculei proteice de lactoferind in patru conformatii: apolactoferina deschisa,
apolactoferina inchisa, apolactoferina in conformatia inchisd + 2COs* si hololactoferina.
Variatia RMSD-ului in experimentele de simulare este cuprinsi intre 1.0 A si 3.8 A. Reiesind
din graficul prezentat in Figura 8 remarcam faptul cd cea mai stabild este structura
apolactoferinei in conformatia inchisa cu ioni de COs> fixati in centrii activi ai proteinei.
Rezultate similare oferd curbele RMSF (Figura 9). Din analiza RMSF s-a identificat ca la pH
fiziologic hololactofeina (lactoferina saturata cu fier) sufera cele mai notabile fluctuatii ale
reziduurilor din structura proteinei. Prezenta fierului in sistem creazd perturbatii de natura
electrostaticd rezultdnd in modificari ale pozitiilor reziduurilor de aminoacizi din structura
proteinei de-a lungul simularilor. Graficul SASA (Figura 10) ofera informatii despre fluctuatiile
ce au loc la suprafata proteinei. Rezultatele SASA oferd o informatie diferitd decat rezultatele
RMSD si RMSF. S-a identificat cd sistemul cu apolactoferina in conformatia inchisa sufera
cele mai mari fluctuatii. Aceastd observatie sugereaza ideea cd apolactoferina in conformatia
inchisa este cel mai putin stabila, astfel rearanjarea conformationala locald este necesard pentru

stabilizarea conditiei moleculei.
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