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1. LACTOFERINA 

 

1.1.Structura lactoferinei 

Lactoferina este o glicoproteină monomer cu masa moleculară în jur de 80 kDa, 

responsabilă pentru legarea ionilor de Fe
3+

 în fluidele fiziologice. Această proteină a fost 

izolată pentru prima data din laptele bovin [1], iar cercetările ulterioare au arătat că lactoferina 

prezintă o afinitate înaltă faţă de ionii de fier. Mai târziu această proteină a fost recunoscută ca 

membru al familiei transferinelor, adică a proteinelor capabile să lege şi să transfere ionii de 

Fe
3+

 [2]. 

Lactoferina a fost identificată în secreţiile glandelor exocrine precum şi plasma sangvină.  

S-a concluzionat că pricipala sursă de lactoferină plasmatică sunt granulaţiile specifice 

neutrofilelor [3,4]. Deşi lactoferina a fost categorizată ca o glicoproteină cu o afinitate înaltă 

faţă de ionii de fier trivalent, studiile au arătat că acelaşi situs activ al proteinei este capabil de a 

lega ioni ai altor metale. Astfel, s-a ajuns la concluzia că situsul activ al proteinei dispune de o 

flexibilitate suficientă pentru a modifica numărul de coordinaţie [5]. 

Lactoferina constă dintr-un singur lanţ polipetidic alcătuit din 600-700 aminoacizi 

organizaţi în structuri de tip α-helix şi foaie β-pliată. Lanţul polipetidic al lactoferinei este pliat 

în doi lobi elisoidali (N şi C) conectaţi printr-un helix (Figura 1A). Fiecare lob dispune de un 

situs activ în care ionul de fier este fixat de reziduurile a patru aminoacizi: acidul aspartic, două 

tirozine şi o histidină (Figura 1C). Fiecare moleculă de lactoferină poate lega doi atomi de fier 

trivalent, iar în funcţie de nivelul de saturaţie cu fier se pot distinge trei forme ale lactoferinei: 

apolactoferina (forma fără fier), lactoferina monoferică şi lactoferina diferică (hololactoferina). 

Specificitatea procesului de legare a ionilor de Fe
3+

 se datorează participării ionilor de carbonat. 

Anionul trebuie sa fie fixat de situsul activ al proteinei pentru a iniţializa procesul de legare a 

ionilor metalului. Tabelul 1 prezintă dimensiunea legăturilor chimice dintre ionii de fier şi 

liganzii din sfera de coordinare. Datele au fost obţinute din analiza fişierului de structură al 

lactoferinei umane (1B0L.pdb) determinată experimental cu ajutorul tehnicilor de difracţie de 

raze-X.  

Reacţia este reversibilă şi dependentă de pH-ul mediului de reacţie, lobul N al proteinei 

eliberează fierul la pH 5.0 iar lobul C reţine fierul până la pH 3.0 [6]. Studiile experimentale au 

arătat că substratul lactoferinei îşi schimbă conformaţia în timpul reacţiei. Astfel, 

hololactoferina va adopta conformaţia închisă, pe când apolactoferina va avea conformaţia 

deschisă. 
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A 

 

B 

 

C 

 
 

Figure 1. A: Reprezentarea grafică a apolactoferinei (1LHF.pdb). B: Hololactoferina 

(1B0L.pdb). Reprezentarea sferei de coordonare a ionului de fier în lobul N al 

lactoferinei de către reziduurile aminoacizilor. 
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Tabelul 1 

Dimensiunea legăturilor chimice (Å) ale ionilor de Fe
3+

 coordinaţi la liganzii din centrii 

activi ai lactoferinei umane. 

Legătura 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-O1:CO3
2-

695(CO3
2-

696) 2.007 2.286 

Fe-O2:CO3
2-

695(CO3
2-

696) 2.138 2.010 

 

 

Lactoferina posedă numeroase funcţii biologice. Proprietăţile biochimice ale lactoferinei derivă 

din caracteristicile structurale ale acesteea precum şi din funcţia de bază de legare a ionilor de 

fier. Lactoferina este implicată în mai multe procese fiziologice inclusiv antimicrobiene [7], 

imunomodulatoare [8] şi anticancerigene [9, 10]. Din acest motiv, investigarea proprietăţilor 

lactoferinei este un domeniu de interes remarcabil, iar studierea mecanismelor de acţiune ale 

acesteea va contribui la dezvoltarea unor strategii pentru aplicaţii biotehnologice în medicină.  

Obiectivul principal al acestui studiu este de a studia structura şi mecanismul de interacţie a 

lactoferinei cu ionii de Fe
3+

 prin aplicarea tehnicilor computaţionale. Obiectivul acestui studiu 

se realizează prin dezvoltarea unui protocol de investigare a structurilor moleculare biologice 

care combină o serie de metode de cercetare şi caracterizare structurală, pregărtirea 

configuraţieie de pornire şi crearea sistemului molecular pentru simulare, experimente de 

simulare a dinamicii moleculare şi interpretarea datelor obţinute.  

 

1.2.Studiu de aliniament multiplu al secvenţelor de lactoferină 

În prezent sunt disponibile în băncile de date structuri moleculare ale lactoferinelor izolate 

din diferite specii (Tabelul 2). În acest context, analiza acestor structuri în ideea de a evalua 

gradul de similaritate / omologie reprezintă o etapă importantă de realizat.  

Metoda de aliniament multiplu al secvenţelor (Multiple Sequence Alignment ) este utilizată 

pentru evaluarea seturilor de secvenţe şi structuri macromoleculare biologice ce au o relaţie de 

evoluţie comună. Folosirea combinată a informaţiei oferită de secvenţe şi a instrumentelor de 

calcul va conduce la creşterea înţelegerii funcţiei proteinelor cu structură similară.  

Fişierele ce conţin informaţia de structură ale lactoferinelor au fost obţinute din Banca de 

Date pentru Proteine (Protein Data Bank [16]). Studiul de aliniament multiplu al moleculelor de 
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lactoferină a fost realizat cu pachetul de programe MultiSeq [17]. Acest program permite 

evaluarea secvenţelor şi structurilor ale moleculelor proteice şi acizilor nucleici. Pentru 

aliniamentul secvenţelor lactoferinelor cercetate a fost utilizat plug-inul ClustalW [18]. Pentru 

aliniamentul structurilor lactoferinelor cercetate a fost utilizat plug-inul STAMP [19]. Rularea 

algoritmelor incluse în ambele plug-inurile STAMP şi ClustalW rezultă în generarea unui set 

de parametri: Qres (similaritatea structurală), QH (omologia structurală), Identitatea Procentuală, 

RMSD (devierea medie pătratică). Valorile acestor parametri o să difere în dependenţă de 

algoritmul aplicat pe acelaşi set de proteine. Prin urmare, acest set de parametri poate fi folosit 

pentru evaluarea calităţii aliniamentului şi pentru identificarea similarităţilor sau diferenţelor 

dintre proteinele investigate.  

 

Tabelul 2 

Codul PDB al fişierelor de structură folosite pentru acest studiu. 

Codul PDB Descrierea Referinţa 

1B0L Lactoferina diferică umană  [11] 

1BIY Lactoferina diferică de bivol [12] 

1BLF Lactoferina diferică bovină [13] 

1I6B Lactoferina diferică de cal [14] 

1I6Q Lactoferina diferică de cămilă [15] 

 

Parametrii aliniamentului de structură şi secvenţă pentru cele cinci lactoferine cercetate sunt 

prezentaţi în Tabelul 3 şi 4. Lactoferina umană a fost folosită ca moleculă de referinţă. 

 

Tabelul 3 

Prametrii aliniamentului de structură. 

 Buffalo 

lactoferrin 

Bovine 

lactoferrin 

Equine 

lactoferrin 

Camel 

lactoferrin 

QH 0.8393 0.8160 0.8688 0.3869 

RMSD (Å) 1.5354 1.8106 1.2773 1.6093 

Percent Identity (%) 69.35  68.88  74.31 30.60 
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Tabelul 4 

Prametrii aliniamentului de secvenţă. 

 Buffalo 

lactoferrin 

Bovine 

lactoferrin 

Equine 

lactoferrin 

Camel 

lactoferrin 

QH 0.8356 0.8154 0.8634 0.4503 

RMSD (Å) 1.6093 1.8616 1.1414 12.6343 

Percent Identity (%) 70.19 69.61 74.96 73.81 

 

 

Figura 2 reprezintă imaginea grafică rezultată în urma aliniamentului multiplu al celor 

cinci secvenţe de lactoferină. Porţiunile colorate în albastru indică faptul că moleculele sunt 

bine conservate în aceste puncte. Porţiunile colorate în roşu sunt regiunile în care nu există o 

similaritate în structura moleculelor proteice. 

 

 

Figura 2. Reprezentarea grafică rezultată din aliniamentului multiplu al structurilor 

lactoferinelor cercetate. Moleculele sunt colorate după Qres (similaritatea reziduală). 
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Parametriii calculaţi din aliniamentul de structură arată că, în general structura 

lactoferinei este bine conservată printre speciiile investigate în acest studiu. În cazul 

lactoferinei de cămilă valoarea parametrului de omologie structurală este mai mică comparativ 

cu celelalte lactoferine, QH este 0.3869 şi Identitatea Procentuală este 30.60%. Aliniamentul de 

secvenţă arată că lactoferina de cămilă diferă nu doar în compoziţie chimică ci şi din punct de 

vedere al aranjamentului aminoacizilor în molecula proteică (RMSD=12.6343).  

Figura 3 prezintă graficul similarităţii structurale (Qres) per reziduu al lactoferinei 

umane şi lactoferinei de cămilă. Chiar dacă valorile Qres diferă între specii, forma graficelor 

este similară în ambele cazuri indincând un profil strucural comun.  

 

 

 

Figura 3. Graficul similarităţii structurale per reziduu obţinut pentru lactoferina 

umană (negru) şi lactoferina de cămilă (gri). 

 

 

1.3.Calcule pKa 

Procesul de legare şi eliberare a ionilor de fier de către molecula lactoferinei este precedat 

de modificări ale conformaţiei moleculare. Datorită interacţiilor intermoleculare, tranziţia 

proteinei de la forma deschisă la forma închisă duce la modificarea stării de protonare a 

reziduurilor din compoziţia proteinei. Pentru cercetarea reacţiilor de protonarea-deprotonare a 

reziduurilor lactoferinei şi identificarea aminoacizilor implicaţi direct în legarea şi eliberarea 

ionilor de fier a fost aplicat modelul electrostatic continuu Poisson-Boltzmann pentru molecula 
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de lactoferină în conformaţia deschisă şi închisă în starea de protonare corespunzătoare unui pH 

fiziologic.  

Calculele pKa au fost realizate cu H++ web server [20-22]. Metoda care stă la baza acestor 

determinări a fost descrisă de descrisă de Bashford D. şi Karplus, M. [23]. Aceasta constă în 

calcularea valorilor pKa pentru grupele ionizabile în sistem prin aplicarea modelului 

electrostatic continuu Poisson-Boltzmann [24,25]. Determinările pKa au fost realizate în 

condiţii de tărie ionică 150 mM, constanta dielectrică a solutului 4.0 şi constanta dielectrică a 

solventului 80.0. Structurele PDB au fost protonate cu câmpul de forţe AMBER [26]. 

Datele au fos colectate pentru lobul N în patru conformaţii ale lactoferinei: apolactoferina 

umană în conformaţia dechisă, hololactoferina umană, hololactoferina fără ioni de CO3
2-

, 

apolactoferina umană în conformaţia închisă. Tabelul 5 prezintă valorile pKa calculate pentru 

lactoferina umană în cele patru conformaţii.  

Rezultatele obţinute confirmă că tranziţia lacoferinei de la o conformaţie la alta este 

insoţită de schimbări în starea de protonare a unor reziduuri proteice specifice. 

Aminoacidul Asp60 are valori pKa scăzute în toate conformaţiile închise. Reieşind din 

informaţia de structură din fişierul PDB, Asp 60 formează o legătură de hidrogen cu lizina - 

Lys301 în conformaţia deschisă; în conformaţia închisă această legătură este absentă, ceea ce 

explică această diferenţa a valorilor pKa.  

La pH fiziologic, tirozinele sunt în stare deprotonată în conformaţiile închise cu 

excepţia tirozinei Tyr92 ce are o stare de protonare stabilă în toate patru conformaţii şi Tyr192 

care este protonată în toate conformaţiile închise. Această observaţie indică asupra importanţei 

stării de protonare a reziduului de tirozină (Tyr-192). Protonarea acestuia în forma închisă va 

declanşa eliberarea ionilor de fier din compoziţia lactoferinei.  

Histidina His253 are valori scăzute în toate patru conformaţii ale lactoferinei. În 

formele închise al lactoferinei valorile pKa se micşorează cu 4 pK unităţi. Închiderea lobului 

lactoferinei crează un mediu de interacţii electrostatice cu aminoacizii din proximitatea 

histidinei cauzând deprotonarea acestea. 

Valorile pKa ale lizinei Lys301 suferă modificări în timpul tranziţiilor de la forma 

deschisă la forma închisă a lactofeinei. Deprotonarea lizinei este cauzată de aminoacizii din 

proximitatea acestea. 

Argininile Arg89, Arg133, Arg171, Arg258 au valori ale pKa ridicate în forma deschisă 

şi scăzute în formele închise ale lactoferinei. Spre deosebire de acestea, Arg 121 şi Arg210 

suferă modificări ale valorilor pKa cu 4 pK unităţi, subliniind importanţa participării lor în 

procesul de închidere/deschidere al proteinei. 
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Tabelul 5 

Valorile pKa calculate pentru lactoferina umană în diferite conformaţii. 

Residuu 

pKa 

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 – pKa pentru apolactoferina umană în conformaţia dechisă; 

b - pKa pentu hololactoferina umană; 

c - pKa pentru hololactoferina fără ioni de CO3
2-

; 

d - pKa pentru apolactoferina umană în conformaţia închisă. 

Aminoacizii din centrul activ al proteinei, direct implicaţi în legarea ionilor de fier sunt 

marcaţi cu asterisk. 
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Figura 4 prezintă dependenţa sarcinii totale a lactoferinei în conformaţia deschisă şi 

închisă calculate în funcţie de pH-ul mediului. Curbele obţinute au o forma caracteristică 

tuturor proteinelor din familia de transferine. Deasemenea a fost calculat punctul izoelectric al 

proteinei cu valoarea de 9.48 pentru conformaţia deschisă şi 9.78 pentru conformaţia închisă. 

Aceste valori corespund cu valorile punctului izoelectric determinate experimental [27,28]. 

Cercetarea valorilor pKa ale celor patru conformaţii ale lactoferinei confirmă faptul că 

legarea /eliberarea ionilor de fier este permisă doar pentru anumite stări de protonare ale 

aminoacizilor implicaţi în aceste procese. Starea de protonare a acestor aminoacizi este 

determinată de interacţiile electrostatice în care aceştia sunt implicaţi.  

 

 
Figure 4. Dependenţa sarcinii totale a lactoferinei în conformaţia deschisă (linie 

continuă) şi închisă (linie punctată) calculate în funcţie de pH-ul mediului. 

 

 

1.4.Calculul potenţialului electrostatic de suprafaţă 

La pH fiziologic lactoferina este capabilă de a fixa ionii de fier rezultând în tranziţia 

conformaţiei de la forma deschisă la forma închisă. Scăderea pH-ului până la 5.0 declanşează 

deschiderea lobului N şi eliberarea ionului de fier. La valori ale pH-ului mai mici de 3.5 lobul 

C eliberează ionul de fier. Toate aceste procese vor induce perturbaţii ale potenţialului 

electrostatic de suprafaţă al moleculei proteice. Prin urmare, calcule ale potenţialului 
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electrostatic de spurafaţă au fost efectuate pentru valori ale pH-ului 3.0; 5.0 şi 7.4. Starea de 

protonare a reziduurilor lacoferinei a fost desemnată în conformitate cu pH-ul ales.  

Figura 5 prezintă potenţialul electrostatic de suprafaţă calculat pentru apolactoferina în 

conformaţie închisă şi deschisă la pH 7.4. Calculele au fost realizate cu pachetul de programe 

APBS (Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) [29]. Analizând rezultatele obţinute de pe urma 

acestui studiu (Figura 5) se poate observa că tranziţia de la forma deschisă la forma închisă 

rezultă în redistribuirea sarcinii negative pe suprafaţa moleculei proteice.  

Figura 6 reprezintă distribuţia potenţialului electrostatic de suprafaţă în centrul activ al 

proteinei din lobul N în forma deschisă modelat pentru valori ale pH-ului 3.0; 5.0 şi 7.4. 

Analiza rezultatelor obţinue indică asupra faptului că micşorarea pH-ului induce modificări ale 

electrostaticii de suprafaţă, crescând sarcia pozitivă a proteinei. Extinderea regiunilor de sarcină 

pozitivă pe suprafaţa proteinei va crea respingerea electrostatică între reziduurile proteinei 

inclusiv şi a celor din centrii activi ai proteinei, provocând deschiderea lobului şi eliberarea 

ionului de fier. 

 

 

 

Figura 5. Potenţialul de suprafaţă al apolactoferinei închise şi apolactoferinei deschise 

la pH 7.4. Potenţialul de suprafaţă mapat pe suprafaţa biomoleculară este colorat de 

±10 kT/e. Suprafeţele încărcate negativ sunt colorate în roşu şi cele pozitive în 

albastru. Izosuprafaţa este colorată de un potenţial de ±3 kT/e. 
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Figura 6. Reprezentarea grafică a distribuţiei potenţialului electrostatic de suprafaţă în 

centrul activ al proteinei din lobul N în forma deschisă. În toate trei reprezentări 

potenţialul este colorat de ±10 kT/e. 
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2. BAZELE TEORETICE ALE DINAMICII MOLECULARE 

 

2.1.Simularea moleculară 

Simularea dinamicii moleculare este un set de instrumente ce îmbină calcule teoretice şi 

tehnici computaţionale utilizate pentru a studia proprietăţile sistemelor moleculare în termeni 

de structură şi interacţiuni la scală microscopică [30]. Aceste metode de studiu pot oferi 

informaţii noi, ce nu sunt accesibile în experimentele de laborator. Simulările computaţionale 

pot fi considerate ca metode experimentale ”virtuale” ce fac legătura între teorie şi 

experimentele de laborator [31,32].  

O simulare de dinamică moleculară constă în generarea unei configuraţii de pornire din 

structura moleculară determinată experimental şi simularea condiţiilor ce imită un mediu 

natural pentru această structură moleculară. Calitatea modelului dinamic obşinut depinde de 

calitatea configuraţiei de pornire. Prin urmare, dinamica moleculară poate fi utilizată pentru 

abordarea unor întrebări specifice legate de proprietăţile sistemului model studiat. Simulările de 

dinamică moleculară se referă în primul rând la energia sistemului molecular construit în baza 

structurii studiate. Astfel, etapa iniţială în realizarea unui studiu de modelare moleculară constă 

în descrierea problemei din punct de vedere al relaţiei structură-energie. Teoretic, există două 

modalităţi de studiu al energiei unor astfel de sisteme moleculare şi anume (I) modelul 

mecanicii moleculare în care se aplică un câmp de forţe pentru calcularea interacţiilor şi 

evaluarea energiei potenţiale a sistemului ca funcţie de coordonatele atomice al modelului 

molecular; (II) modelul mecanicii cunatice ce descrie energiea unei molecule în funcţie de 

interacţiile întrei nuclee şi electroni descrise de ecuaţia Schrödinger [33,34]. Principiile 

mecanicii cunatice sunt mult mai potrivite pentru a descrie dinamica şi proprietăţile sistemelor 

moleculare [35]. Insă, din cauza limitărilor impuse de tehnologia computaţională disponibilă în 

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 apelează la aproximări precum ignorarea descrieirii cuantice a 

electronilor [36,37]. 

 

2.2.Mecanica moleculară 

Mecanica moleculară calculează structura şi energia moleculelor în baza interacţiilor 

intramoleculare. Această metodă de studiu nu tratează electronii în mod explicit, însă se 

presupune că aceştia se vor regăsi într-o distribuţie optimă odată ce se vor cunoaşte poziţiile 

nucleelor [38]. Această presupunere se bazează pe aproximaţia Born-Openheimer în care se 
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ţine cont de faptul că nucleele au masă mult mai mare decât electronii astfel încât aceştia din 

urmă îşi ajustează instantaneu poziţiile odată cu mişcarea nucleelor [39,40]. În modelele 

mecanicii moleculare atomii sunt priviţi ca sfere rigide cu raze fixe, obţinute teoretic sau 

experimental, iar legăturile chimice sunt considerate resorturi. Interacţiile intramoleculare pe 

care le suferă modelul investigat sunt descrise prin funcţii matematice simple. De exemplu, 

legea lui Hooke este utilizată pentru a urmări interacţiile între atomii legaţi, iar interacţiile între 

atomii nelegaţi pot fi uşor descrise de funcţia Lennard-Jones. O simulare de dinamică 

moleculară a modelelor simplificate rezolvă numeric ecuaţia de mişcare a lui Newton, ceea ce 

face posibilă urmărirea fluctuaţiilor structurale pe care le suferă sistemul în timp [41].  

 

2.3.Metoda dinamicii moleculare 

Dinamica moleculară este o metodă de simulare moleculară ce descrie dinamica şi 

interacţiunile din sistemul modelat , luând în calcul parametri precum temperatura, presiunea şi 

interacţiunea cu solventul. O importantă caracteristică a simulărilor de dinamică moleculară 

este că descrie mişcarea individuală a particulelor ca o funcţie de timp. Metoda simulării 

dinamicii moleculare generează o traiectorie (configuraţie moleculară ca funcţie a timpului) a 

unui sistem molecular prin integrarea simultană a ecuaţiei de mişcare a lui Newton pentru toţi 

atomii sistemului molecular: 

 

                                                                                                                                (1) 

 

Vectorul de poziţie în sistemul de coordonate carteziene  este o funcţie de timp  iar  este 

forţa exercitată de către atomii sistemului molecular asupra unui atom  din sistem. 

În practică, traiectoriile simularilor de dinamică moleculară nu pot fi obţinute direct din 

ecuaţia de mişcare a lui Newton din cauza lipsei unei soluţii analitice. Cunoscând forţa  şi 

masa  pentru fiecare atom din modelul molecular, întâi se calculează acceleraţia atomului . 

După care, viteza  se calculează din relaţia: 

 

                                                                                                                                      (2) 

 

În final, vectorul de poziţie  se calculează din relaţia: 

 

                                                                                                                                      (3) 
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Astfel, ecuaţiile de mişcare cuplate sunt rezolvate pas cu pas [42]. Algoritmul dinamicii 

moleculare integrează numeric ecuaţiile de mişcare Newton pentru a genera traiectoriile. 

Necătând la unele limitări, în prezent mai mulţi algoritmi sunt utilizaţi pentru calcularea 

traiectoriilor. 

 

2.4.Câmpul de forţe 

Metodele mecanicii moleculare inclusiv simulările de dinamică moleculară se bazează pe 

aproximarea empirică a câmpului de forţe pentru calcularea interacţiilor intramoleculare şi 

evaluarea energiilor potenţiale ale sistemului investigat.  

Un câmp de forţe este o expresie matematică care îmbină funcţii analitice clasice ce descriu 

interacţiunile atomilor din sistemul modelat. Câmpul de forţe este forma analitică a 

potenţialului interatomic , ce reprezintă energia potenţială a  atomi ce 

interacţionează în funcţie de poziţia acestora  [43]. Câmpurile de forţe sunt calibrate conform 

rezultatelor experimentale şi calculelor cuanto-mecanice pentru modele de compuşi de 

dimensiuni mici. Un câmp de forţe tipic include următoarele tipuri de interacţiuni: 

- întinderea legăturii; 

- deformarea unghiului de valenţă; 

- torsiunea legăturii; 

- interacţii între atomii nelegaţi. 

Ecuaţiile însumate ale acestor interacţii precum şi parametrii necesari pentru descrierea 

atomilor şi legăturilor chimice reprezintă cîmpul de forţe (Ecuaţia 4) [44]. 

 

                     (4) 
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3. EXPERIMENTELE DE SIMULARE A DINAMICII MOLECULARE 

 

3.1.Procedura generală de simulare 

Configuraţiile de pornire pentru experimentele de simulări de dinamică moleculară sunt 

create în baza structurilor moleculare determinate experimental cu ajutorul tehnicilor de 

difracţie de raze-X şi rezonanţă magnetică nucleară. Pentru acest studiu, fişierele ce conţin 

coordonatele iniţiale ale structurii proteice au fost obţinute 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 rulează 

în mediul de operare Linux.  

Experimentele de dinamică moleculară în cadrul acestui studiu au fost realizate pe sistem 

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

 

3.2.Simulări de dinamică moleculară a lactoferinei 

Studiul dinamicii moleculare a lactoferinei a fost orientat în două direcţii şi anume: 

cercetarea stabilităţii lactoferinei în diferite conformaţii şi pe de altă parte studierea rolului unor 

reziduuri proteice din apropierea sferei de coordonare a ionilor metalului din situsul activ al 

lactoferinei. Modelele de difracţie a razelor-X cu rezoluţie înaltă ale moleculelor de 

apolactoferină (1LFH.pdb [50]) şi hololactoferină (1B0L.pdb [51]) au fost utilizate pentru 

generarea configuraţiilor de pornire în experimentele de simulare. Aceste două modele proteice 

au fost întâi rafinate prin eliminarea tuturor moleculelor de apă. Atomii ce lipseau din structura 

reziduurilor proteice Arg86 şi Gln418 ai moleculei de hololactoferină au fost reconstruiţi cu 

ajutorul aplicaţiei Swiss-PdbViewer [52]. În continuare, fişierul cu informaţia de structură a 

hololactoferieni a fost folosit pentru generarea a două structuri adiţionale: conformaţia închisă a 

apolactoferinei şi conformaţia închisă ce conţine 2 ioni de carbonat.  

Cele patru modele de lactoferină au fost utilizate pentru experimentele de dinamică 

moleculară. Sistemele simulate sunt sumarizate în Tabelul 6.  

Tabelul 6 

Sumarul simulărilor de dinamică moleculară. 

Modelul simulat Compoziţia modelului Durata simulării 

S1 Apolactoferina în conformaţia deschisă 5 ns 

S2 Apolactoferina în conformaţia închisă 5 ns 

S3 Apolactoferina în conformaţia închisă + 2 CO3
2- 

5 ns 

S4 Hololactoferina 5 ns 
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PDB2PQR Server [53, 54] a fost utilizate pentru a desemna starea de protonare 

corespunzătoare pH-ului fiziologic tuturor reziduurilor din structura proteică a modelului 

simulat. Câmpul de forţe 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 referinţa [56]. Parametrii potenţialui Lennard-Jones ai ionilor Fe
3+

 în soluţie au 

fost luaţi din referinţa [57]. Iniţial, modelul proteinei a fost plasat într-o celulă de reacţie de 

formă cubică. Celula a fost setată astfel încât să aibă 10 Å profunzime în jurul proteinei. 

Condiţiile la limită periodice au fost aplicate în toate direcţiile celulei de reacţie. Ulterior, cutia 

de reacţie a fost umplută cu molecule de apă modelate de funcţia TIP3P [58], iar pentru 

neutralizarea sarcinii electrice în sistemul creat s-au adaugat ioni de clor. Figura 7 prezintă 

imaginea sistemului obţinut. După care a urmat minimizarea energiei potenţiale a sistemului 

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

 

Figura 7. Reprezentarea grafică a modelului de lactoferină în celula de reacţie cu apă. 
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Pentru a stabiliza temperatura întregului sistem, după etapa de minimizare, acesta a fost 

echilibrat timp de 500 ps folosind ansamblul termodinamic izoterm-izocor NVT (număr 

constant de atomi, N, volum constant, V şi temperatură constantă, T). Stabilizarea presiunii s-a 

realizat prin echilibrare sistemului timp de 500 ps folosind ansamblul termodinamic izoterm-

izobar NPT (număr constant de atomi, N, presiune constantă, P şi temperatură constantă, T). 

Presiunea a fost menţinută constantă prin utilizarea barostatului Parinello-Rhaman [59]. După 

care au urmat simulările de dinamică moleculară propriu-zise.  

Distanţa cutoff pentru interacţiile van der Waals a fost de 14 Å. Calculul forţelor 

electrostatice îndepărtate a fost realizat prin metoda PME (particle-mesh Ewald) cu 

dimensiunile nodurilor de 1 Å. În timpul simulării lungimea legăturilor a fost constrânsă cu 

algoritmul LINCS (Linear Constraint Solver [60]).  

Simulările de dinamică moleculară s-au desfăşurat la temperatura de 300 K şi lungimea 

traiectoriilor rezultate a fost de 5 ns pentru fiecare model molecular.  

Analiza simulărilor s-a realizat cu programele GROMACS şi VMD [61]. Reprezentările 

grafice au fost produse cu programul VMD. 
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4. ANALIZA SIMULĂRILOR DE DINAMICĂ MOLECULARĂ 

 

Procedura de realizare a experimentelor de simulare a dinamicii moleculare poate fi 

divizată în trei etape generale: prima este pregărtirea configuraţiei de pornire şi crearea 

sistemului molecular pentru simulare, minimizarea energiei şi echilibrarea, a doua este însăşi 

rularea simulării şi producerea traiectoriei, iar a treia este analiza traiectoriilor şi interpretarea 

datelor obţinute. Ultima etapă poate fi divizată în alte trei subetape:  

- verificarea calităţii experimentelor de dinamică moleculară. În aceatsă etapă se verifică 

evoluţia în timp a energiei potenţiale, temperatura, presiunea şi densitatea sistemului 

cerecetat; 

- realizarea analizelor menite să răspundă la întrebările ştiinţifice propuse pentru realizarea 

simulării; 

- analiza comparativă a rezultatelor obţinute din mai multe simulări pentru evaluarea 

complexă a problemei cercetate. 

 

4.1. Evaluarea stabilităţii lactoferinei în diferite conformaţii  

Experimentele de simulare a dinamicii moleculare au fost realizate în scopul evaluării 

stabilităţii moleculei proteice de lactoferină în patru conformaţii: apolactoferina deschisă, 

apolactoferina închisă, apolactoferina în conformaţia închisă + 2CO3
2-

 şi hololactoferina. În 

continuare ne vom referi la aceste sistem ca S1, S2, S3, S4, după cum este indicat în Tabelul 6.  

Analiza comparativă a comportamentului proteinelor la nivel unimolecular a fost realizată cu 

ajutorul pachetelor de programe GROMACS, XmGrace şi VMD. Traiectoria sistemelor pe 

parcursul etapei de simulare de dinamică moleculară a fost analizată prin intermediul evoluţiei 

devierii medii pătratice (RMSD) pentru atomii Cα (Figura 8).  

 

Figura 8. Evoluţia devierii medii pătratice ale atomilor Cα din structura lactoferini de-a 

lungul simulării de dinamică moleculară ale celor patru sisteme. 
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Analiza RMSD este aplicată în determinarea tranziţiilor structurale ale secvenţelor proteice de-

a lungul simulărilor simulărilor de dinamică moleculară. Curbele RMSD-ului calculate pentru 

molecula proteică în toate patru sisteme au prezentat diferenţieri. Analizând graficul prezentat 

în Figura 8 se poate observa că valorile RMSD cresc brusc în primele 100 ps ale simulării în 

toate patru sisteme cercetate, atingând valor de 1.5-2.0 Å. De-a lungul întregii simulări valorile 

RMSD prezintă fluctuaţii cu valori maxime cuprinse între 2.5-3.8 Å. Reieşind din graficul din 

Figura 8 sistemul S3 prezintă cele mai mici fluctuaţii indicând asupra faptului ca această 

conformaţie este şi cea mai stabilă dintre cele patru cercetate. Interesant este faptul că S1 şi S2 

diferă în evoluţia RMSD-ului de-a lungul simulării, apolactoferina în forma deschisă fluctuează 

mai mult decât apolactoferina în forma închisă. O imagine mai detaliată despre 

comportamentul moleculelor de lactoferină în sistemele studiate poate fi obţinută prin 

intermediul analizei evoluţiei fluctuaţiilor medii pătratice (RMSF) ale atomilor Cα (Figura 9).  

 

 

 

Figura 9. Evoluţia fluctuaţiilor medii pătratice ale atomilor Cα din structura lactoferini 

de-a lungul simulării de dinamică moleculară ale celor patru sisteme. 
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Rezultatele obţinute corespund observaţiilor ce au reieşit din analiza evoluţiei RMSD. Sistemul 

S4 în care se conţine hololactoferina (lactoferina saturată cu fier) suferă cele mai notabile 

fluctuaţii. Analiza ariei suprafeţei accesibile solventului (SASA) oferă informaţie adiţională 

asupra flexibilităţii structurale ale proteinei. Graficul SASA (Figura 10) oferă o informaţie 

diferită decât rezultatele RMSD şi RMSF. S-a identificat că sistemul S2 (apolactoferina în 

conformaţia închisă) suferă cele mai mari fluctuaţii. Această observaţie sugerează ideea că 

apolactoferina în conformaţia închisă este cel mai puţin stabilă, astfel rearanjarea 

conformaţională locală este necesară pentru stabilizarea condiţiei moleculei. 

 

 

Figura 10. Evoluţia ariei suprafeţei accesibile solventului calculate pentru  

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

În această lucrare a fost studiată structura şi mecanismul de interacţie al lactoferinei cu 

ionii de Fe
3+

 prin aplicarea tehnicilor computaţionale. Pentru realizarea acestui studiu s-au 

utilizat structuri din bazele de date pentru proteine (PDB) şi pachete de programe de simulare şi 

analiză: H++ server, PDB2PQR server, APBS, GROMACS, XmGrace, VMD. 

În prezent sunt disponibile în băncile de date structuri moleculare ale lactoferinelor 

izolate din diferite specii. În acest context apare necesitatea de a studia gradul de similaritate 

ale structurilor şi secvenţelor proteice ale lactoferinelor. Metoda de aliniament multiplu al 

secvenţelor fost aplicată pentru a studia gradul de similaritate dintre moleculele lactoferinei 

diferică umană, lactoferinei diferică de bivol, lactoferinei diferică bovină, lactoferinei diferică 

de cal şi ale lactoferinei diferică de cămilă. Parametriii calculaţi din aliniamentul de structură 

arată că, în general structura lactoferinei este bine conservată printre speciiile investigate în 

acest studiu. În cazul lactoferinei de cămilă valoarea parametrul de omologie structurală este 

mai mică comparativ cu celelalte lactoferine, QH este 0.3869 şi Identitatea Procentuală este 

30.60%. Aliniamentul de secvenţă arată că lactoferina de cămilă diferă nu doar în compoziţie 

chimică ci şi din punct de vedere al aranjamentului aminoacizilor în molecula proteică 

(RMSD=12.6343). 

Procesul de legare şi eliberare a ionilor de fier de către molecula lactoferinei este 

precedat de modificări ale conformaţiei moleculare. Datorită interacţiilor intermoleculare, 

tranziţia proteinei de la forma deschisă la forma închisă duce la modificarea stării de protonare 

a reziduurilor din compoziţia proteinei. Pentru cercetarea reacţiilor de protonarea-deprotonare a 

reziduurilor lactoferinei şi identificarea aminoacizilor implicaţi direct în legarea şi eliberarea 

ionilor de fier a fost aplicat modelul electrostatic continuu Poisson-Boltzmann pentru molecula 

de lactoferină în conformaţia deschisă şi închisă în starea de protonare corespunzătoare unui 

pH fiziologic. Cercetarea valorilor pKa ale celor patru conformaţii ale lactoferinei confirmă 

faptul că legarea /eliberarea ionilor de fier este permisă doar pentru anumite stări de protonare 

ale aminoacizilor implicaţi în aceste procese. Starea de protonare a acestor aminoacizi este 

determinată de interacţiile electrostatice în care aceştia sunt implicaţi. 

La pH fiziologic lactoferina este capabilă de a fixa ionii de fier rezulând în tranziţia 

conformaţiei de la forma deschisă la forma închisă. Scăderea pH-ului până la 5.0 declanşează 

deschiderea lobului N şi eliberarea ionului de fier. La valori ale pH-ului mai mici de 3.5 lobul 

C eliberează ionul de fier. Toate aceste procese vor induce perturbaţii ale potenţialului 

electrostatic de suprafaţă al moleculei proteice. Calculele potentialului electrostatic de suprafata 

au fost realizate cu pachetul de programe APBS. Analiza rezultatelor obţinue indică asupra 

faptului că micşorarea pH-ului induce modificări ale electrostaticii de suprafaţă, crescând sarcia 
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pozitivă a proteinei. Extinderea regiunilor de sarcină pozitivă pe suprafaţa proteinei vor crea 

respingerea electrostatică între reziduurile proteinei inclusiv şi a celor din centrii activi ai 

proteinei, provocând deschiderea lobului şi eliberarea ionului de fier. 

Experimentele de simulare a dinamicii moleculare au fost realizate în scopul evaluării 

stabilităţii moleculei proteice de lactoferină în patru conformaţii: apolactoferina deschisă, 

apolactoferina închisă, apolactoferina în conformaţia închisă + 2CO3
2-

 şi hololactoferina. 

Variaţia RMSD-ului în experimentele de simulare este cuprinsă între 1.0 Å şi 3.8 Å. Reieşind 

din graficul prezentat în Figura 8 remarcăm faptul că cea mai stabilă este structura 

apolactoferinei în conformaţia închisă cu ioni de CO3
2-

 fixaţi în centrii activi ai proteinei. 

Rezultate similare oferă curbele RMSF (Figura 9). Din analiza RMSF s-a identificat că la pH 

fiziologic hololactofeina (lactoferina saturată cu fier) suferă cele mai notabile fluctuaţii ale 

reziduurilor din structura proteinei. Prezenţa fierului în sistem crează perturbaţii de natură 

electrostatică rezultând în modificări ale poziţiilor reziduurilor de aminoacizi din structura 

proteinei de-a lungul simulărilor. Graficul SASA (Figura 10) oferă informaţii despre fluctuaţiile 

ce au loc la suprafaţa proteinei. Rezultatele SASA oferă o informaţie diferită decât rezultatele 

RMSD şi RMSF. S-a identificat că sistemul cu apolactoferina în conformaţia închisă suferă 

cele mai mari fluctuaţii. Această observaţie sugerează ideea că apolactoferina în conformaţia 

închisă este cel mai puţin stabilă, astfel rearanjarea conformaţională locală este necesară pentru 

stabilizarea condiţiei moleculei. 
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