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1. Obiective 2015

T1.2.a Modelarea structurii enzimei

T1.2.b Polimer PEI: structura, numar atomi, ramificare

Comentariu: Etapa T1.3 s-a realizat partial in 2015 dar finalizarea se va face in 2016, conform
Proiectului GEMNS.



2. Rezumatul Etapei 1.2

Etapa 1.2 din proiectul cu acronimul GEMNS numita “Optimizarea structurii si
dimensiunii polimerului PEI utilizat pentru imobilizarea enzimei GOx™ a inclus urmatoarele
activitati:

e Studiu de literatura
e (Constructia bazei de date (info-molecule)
Calcule de chimie cuantica pentru definirea sarcinilor partiale atomice, utilizate in
input-ul programelor de andocare/docking si dinamica moleculara.
Calcule de andocare pe poteina enzimei GOx
Calcule de chimie cuantica si topologie moleculara pe polimerul PEI
Studii asupra structurii 3D a polimerilor, incluzand PEI
Calcule de Dinamica Moleculara pe complexul enzima-PEI
Coroborarea datelor cu date experimentale ale altor grupuri, parteneri GEMNS
Concluzii
Scrierea articolelor (3 articole)

Etapa 1.2 a fost indeplinita in proportie de 85% (articolele nu au fost inca publicate).
Cauze:

(a) Intarzierea semnarii Contractului cu UEFISCD

(b) Lipsa programelor software solicitate pentru astfel de calculi

(c) Lipsa statiilor de lucru de mare capacitate, impuse de calculi pe polimeri si proteine

3. DESCRIEREA STIINTIFICA SI TEHNICA

T1.2.a Modelarea structurii enzimei

Activitatea biologica a unei molecule, in particular a enzimei Glucose Oxydase GOx, este functie
de structura sa, de distributia 3D a atomilor si natura acestora, de proprietatile electronice ale
grupelor functionale si ale intregii (macro) molecule. Reprezentarea 3D a molecule enzimei s-a
dovedit a fi un instrument efectiv in predictia interactiunilor enzima-liganzi, interactiuni care se
soldeaza cu imobilizarea enzimei (prin interactiuni/legaturi non-covalente) in complexul GOx-
PEI (Polietilenimina).

A. Prima sarcina a Partenerului 7 (Grupul Cluj, Romania) a fost “cartarea” intregii
molecule proteice GOXx, a corpului si suprfetei, modelarea zonelor accesibile solventului
(apa) si moleculelor PEL

Structura GOx=3QVR, a fost descarcata din baza Brookhaven Protein Database PDB

GOx a fost investigata cu programul de andocare/docking AutoDockVina

B Energia libera a sistemului a fost calculata in aproximatia “Molecular Mechanics
Poisson—Boltzmann Surface Area (MM-PBSA) approach.

Cele mai favorabile situsuri de andocare au fost selectate si studiate in detaliu prin calculi de
Dinamica Moleculara/Molecular Dynamics (cu programul AMBER).



Cercetarea a evidentiat un site activ, numit aici LIG1, situat in interiorul macromoleculei GOx,
care este de fapt centrul catalytic al enzimei, unde Glucoza este oxidata la acid glucuronic si
H202 (apa oxigenata). Un al doilea situs reactive este locat la suprafata macromoleculei (notat
aici LIG2) si pare a fi mai accesibil moleculelor liganzilor (Figura 1).

Figura 1. GOx 3D: structura cu cele doua situsure active, andocate cu PEL

Pe langa aceste doua situsuri active, andocarea a mai evidentiat 3 situsuri de interactiune
moderata, sau chiar repulsive, pe care nu le-am mai considerat in continuare.

T1.2.b Modelarea liganzilor PEI

Structuri moleculare ale Polietileniminei PEI, de diferite marimi/size (numar de atomi) si
forme/shapes (de la linear LPEI, la ramificat/branched BPEI) au fost generate cu programul
original Nano-Studio, dezvolat la TOPO GROUP CLUJ.

Structura 3D a unor polimeri, cu implicatii bio-farmaceutice, a fost studiata in detaliu, in
particular, structura elicoidala a unor astfel de polimeri.

Stabilitatea sistemului GOx-PEI a fost studiat in functie de numarul de atomi ai lantului
polymeric PEI si functie de ramificarea lui, inainte si dupa andocare la GOx (Figura 2).

Comportamentul complexului GOx-PEI a fost studiat atat in vid cat si in solvent=apa, aplicand
“Periodic boundary conditions” pentru simulare in cutia cubica, cu temperatura controlata cu
termostatul Langevin, la presiune isotropa.

Sistemului GOx-PEI a fost studiat cu ajutorul Dinamicii moleculare MD: sistemul a fost incalzit
la 320K timp de aprox. 100 ps, (cu 10 ns pentru echilibrarea sistemului), apoi inca 110 ns,
simularea MD propriu-zisa. Traiectoriile MD au fost realizate cu Amber-Force Field, din
Programul Amber 11 si respectiv MOE.



Figura 2. LPEI 01 C14N8 inainte si dupa andocare la GOx.

T1.3. Modelarea interactiunilor in complexul enzima-PEI-GEMNS functie de temperatura

Etapa T1.3 s-a realizat partial in 2015 dar finalizarea se va face in 2016, conform Proiectului
GEMNS. Variatia de temperature calulata a fost in domeniul

For this task the results obtained at T1.2 will be used as starting points, the objectives will be
achieved by simulated annealing calculations performed by dynamically changing the reference
temperature used in the thermostat algorithm selected. The obtained results will be correlated
with experimental observations.

4. Anexe
(copii pdf articole elaborate);

e Molecular dynamic studies of the complex polyethylenimine and glucose oxidase
B. Szefler, M.V. Diudea and I.P. Grudzinski
Linear and branched PEIs (Polyethylenimines) and their properties space
Claudiu N. Lungu, Mircea V. Diudea and P. Grudzinski
Geometry of linear polymers stabilized as helixes
Lorentz Jantschi, Sorana D. Bolboaca, Mircea V. Diudea

Molecular dynamics of complex pei — gox enzyme
Beata Szefler
Posters (NanoMathChem, Cluj 12-14 Nov. 2015)

GEMNS Kick-Off Meeting (3-4 Dec. 2015).

5. Rezultate verificabile etapa
T1.2: modelul suprafetei enzimei, modelul complexului polymer-enzima, modelul
interactiunilor ca functie de numarul atomilor si ramificarea catenei PEI.

Datele au fost trimise Directorului de Proiect GEMNS.

Verificabile T1.2: 1 articol ISI (Trei articole, trimise la jurnale IST)
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Concluzii
Etapa T1.2 a evidentiat urmatoarele aspecte:

e Datele obtinute de Grupul 7 (Cluj, Romania) din proiectul cu acronimul GEMNS
se inscriu in linia rezultatelor altor grupuri de investigatori (din date de literatura)

e Enzima GOx prezinta doua situsuri active: LIG1 si LIG2, care pot fi
andocate=imobilizate de liganzi polimerici de tip PEI

e Calculele de energie de andocare si energie libera a complexului GOx-PEI arata
ca polimerul liniar LPEI (cu numar de atomi in catena intre 8 si 10) este cel mai
adaptabil la structura 3D si electronica a moleculei enzimei GOX.

e Ligarea de molecule PEI ramificate (de tip Dendrimer) produce complecsi prea
stabili, greu de scindat in etapele ulterioare ale procesului GEMNS si cu risc de
toxicitate crescut.

e Se impune scalarea intregului edificiu: GOx-PEI-GEMNS pentru a putea fi
utilizat ,,in vivo”.

e Variatia cu temperatura a stabilitatii complexului GOx-PEI-GEMNS este foarte
mica, in limitele acceptate fiziologic (datele si concluziile vor fi completate in
urmatoarea etapa T1.3).
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In perioada 3-4 Dec. 2015, a fost organizat
GEMNS Kick-Off Meeting la Varsovia (Polonia), Universitatea de Medicina.

Au participat Directorii de Grupuri GEMNS (Polonia, Norvegia, Romania), au fost
discutate rezultatele Proiectului GEMNS in anul 2015.

Din partea Romania au participat (titlurile prezentarilor):

Diudea Mircea: ,,Computing Nanochemistry”
Lungu Claudiu: ,,GEMNS by Cluj Computing”

Au fost stabilite caile de colaborare cu celelalte grupuri GEMNS.

Pagina web a proiectului — actualizata cu datele ultimei raportari.



