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Nanoparticule magnetice, incapsulate in grafene multi-functionale, ca detectori
autonavigabili, termal-inteligenti pentru integrin-receptori, utilizabili in tratamentul anti-
cancer ghidat prin imagistica de rezonanta magnetica.

Acronim GEMNS
RST - Raport stiintific si tehnic, Partener 7 (ID-57)

1. Obiective anul 2017;
T4.5. Prezicerea toxicitatii theranostice a GEMNS prin strategii QSAR (in silico)
T4.5b. Studii QSAR

2. Rezumatul etapelor 2015 (WP1), 2016 (WP4) si 2017

GEMNS - este un dispozitiv molecular, construit dintr-un nucleu magnetic (Fe sau Co) acoperit
de straturi de grafena, care poate produce efect theranostic. Peste grafena se depun straturi de
polimeri, functionalizati, care leaga covalent grafena si o imunoglobina iar enzima
(glucozoxidaza GOx) va fi legata non-covalent. Prin schimbarea polaritatii campului magnetic
exterior, sistemul se incalzeste si elibereaza enzima, care transforma gulcoza in produsi de
reactie si apa oxigenata H202, care probabil va modifica proprietatile celulei canceroase,
devenind mai sensibila la diversele terapii anti-cancer.

Etapa WP1 (2015). (T1.2a) Au fost realizate modele ale enzimei GOx (cu evidentierea a doua
situsuri de legare intensa, denumite LIG1 (in interiorul enzimei) si LIG2 (pe suprafata enzimei),
prin studii de andocare moleculara); Complecsii enzima-polimer au fost studiati prin Dinamica
moleculara, care a permis evaluarea cantitativa a interactiunilor enzima-polimer, la nivelul
diferitilor aminoacizi din structura enzimei (Grad de realizare 100%).

T1.2b. Au fost generate structuri polimere PEI (polietilenimina) de diferite dimensiuni
moleculare si forme (liniar, ramificat si dendrimer) pentru aflarea optimului (forma/marime) in
interactiunea polimerului cu enzima (Grad de realizare 100%).

Etapa WP4 (2016). (T1.3 din 2015). Modelarea interactiunilor enzima-polimer-GEMNS functie
de temperatura. Studiile au fost effectuate pe doua tipuri de polimeri: 1. Poly(ethylenimine) (PEI:
CI14N8 (liniar si trei izomeri ramificati), CI8N10 (linear si trei izomeri ramificati)) si 2.
Poly(amidoamine) (PAMAM - GO, G1,G1.5, G2, G3). Au fost definite capacitatea lor de legare a
grafenei, imunoglobinei si enzimei in complexul numit GEMNS. Activitatea GOx a fost studiata
in trei domenii de temperatura: normal (26-27 °C), euthermic (36-37 °C) si hyperthermic (42-46
°C). A fost efectual un studiu de Dinamica Moleculara pe trei domenii de interes (27°C, pH 6.5);
(37°C, pH 7.4) si respectiv (46°C, pH 7.4). Au fost studiate schimbarile conformationale ale



aminoacizilor din buzunarul de legare al FAD/GOx care determina schmbari in structura si
stabilitatea/activitatea FAD si in cele din urma ale GOx.

A fost generata “in silico” o unitate functionala ce compune GEMNS (o sfera grafenica
cu miez magnetic, invelita cu straturi de polimeri (PEI/PAMAM) functionalizati, care se leaga
covalent de grafena si de o imunoglobina Ig (printr-o punte disulfidica) si non-covalent de
enzima GOx) (Grad de realizare 100%).

Coroborarea datelor cu date experimentale ale altor grupuri, parteneri GEMNS; Calculele
de Dinamica Moleculara au evidentiat aceleasi dimensiuni ale structurii globale GEMNS ca
cele obtinute experimental de Grupul de la Varsovia.

Au fost efectuate calcule de chimie cuantica si topologie moleculara pe polimerul PEI si
alti polimeri utilizati ca drug-carriers, in chimia medicinala; a fost studiata in detaliu structura
elicoidala a unor astfel de polimeri.

Etapa WP4 (2016) (T4.5a.) Predictia toxicitatii theranostice a GEMNS prin strategii QSAR.
Toxicitatea componentelor GEMNS a fost urmarita prin studierea ,spatiului proprietatilor
QSAR/QSPR”, in principal a proprietatilor topologice a macromoleculelor aditionale (non-
enzimatice). Predictia proprietatilor fizice si metabolitilor a fost facuta cu procedurile reunite
QSAR & vHTTS (virtual Hight Throuput Toxicity Screening) care utilizeasa caracteristicile
fragmentale ale macromoleculelor pentru a prezice toxicitati globale. Studiile au aratat ca PEI si
PAMAM nu prezinta reactivitate chimica in organism si nici proprietati genotoxice si citotoxice.
Au fost studiati si sase dendrimeri sintetizati in laboratorul nostrum, care au aratat toxicitati de
1000 ori mai mari in comparativ cu PAMAM/PEI. (Grad de realizare 100%).
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T4.5b. Studii QSAR. In absenta unor studii experimentale clare de toxicitate a polimerilor, din
cauza distributiei topologice a caracteristicilor structurale locale, se impune evaluarea teoretica a
toxicitatii polimerilor liberi si functionalizati. Toxicitatea polimerilor va fi cu atat mai mare cu
cat ei sunt implicati in interactiuni cu aminoacizii situsurilor de legare ale enzimelor implicate in
procesele de interes in proiectul GEMNS. Descrierea topologiei locale s-a realizat cu programul
original “TopoCluj”, care permite si o evaluare a similaritatii secventelor primare si secundare
ale proteinelor. Bazele de date utilizate au fost PubChem si PubMed. In etapele de reducerea
datelor au fost folosite programele: MLR, PCA, PLS si NNA. Studiile au oferit informatii si
despre dispersia ori agregarea structurilor GEMNS functionalizate.

Datele experimentale, colectate de partenerii de Proiect GEMNS (care ar putea rafina/confirma
rezultatele teoretice) au inceput sa soseasca abia in momentul cand raportul pe anul 2017 era deja
scris. Dificultatile aparute la dispersarea diverselor structuri GEMNS functionalizate au
fost cauza solicitarii, prin Consortiu, de prelungire a proiectului pana in noiembrie 2018.

(Grad de realizare 80%).

Rezultatele obtinute de noi (Partener P7) sunt prezentate in continuare.



A. STUDII DE TOXICITATE

1. Studii experimentale: PEI/PAMAM/ZAC- evaluarea toxicitatii.

Mai multi dendrimeri cu nucleu aromatic "ZAC", de generatie zero, sintetizati in laboratoarele
noastre, au fost studiati experimental si computational pentru evaluarea toxicitatii. Sinteza
chimica a dendrimerilor a fost efectuata utilizand trei derivati diferiti de bromometilbenzen ca
nucleu aromatic si dialcanolamine ca unititi de ramificare, cu diferite lungimi ale lantului de
carbon. Datorita prezentei mai multor grupari hidroxil la periferia dendrimerilor, acesti compusi
au aratat o polaritate ridicata si o solubilitate in apa.

Dendrimerii ZAC studiati au fost sintetizati chimic conform procedurii de literatura descrisa de
Fiistos si colab. In functie de pozitia relativd a substituentilor pe nucleul aromatic, au fost studiati
derivatii 1,4-bis (bromometil) benzen, 1,3,5-tris (bromometil) benzen si 1,3,5-tris (bromometil) -
2,4,6-trimetilbenzen. Derivatizarea a fost efectuatd cu diethanolamind, disponibila comercial
(DEA) si dipropanolamina preparata "ad-hoc", respectiv dibutanolamina si dipentanolamina.

Procedeul general de preparare a compusilor ZAC # 1-6 este prezentat in Figura 1. La o solutie
de brommetilbenzen in acetonitril, s-a addugat dialcanolamina corespunzatoare, sub agitare
continud. Pentru a se evita formarea sarii de bromhidrat de dialcanolamind datoritd acidului
bromhidric rezultat, a fost adaugat carbonat de potasiu in exces. Amestecul de reactie a fost
refluxat timp de 24 de ore, fiind monitorizat pe cromatografie in strat subtire (eluant hexan:
toluen 7: 3). Precipitatul rezultat a fost separat prin filtrare 1n vid, iar filtratul a fost evaporat la
presiune redusd pentru a se obtine produsul brut. Dupd purificare, dendrimerii se prezintd sub
forma de lichide vascoase, usor galbui. Structura lor a fost confirmata prin spectroscopie RMN
(1H, 13C) si spectrometrie de masa.



Figura 1. Dendrimeri ZAC sintetizati.
2. Metode experimentale si computationale

In functie de costuri si criteriul timp, au fost alesi trei compusi pentru testarea toxicitatii in
vitro, anume doi dendrimeri GO si G1 si compusul C16H28N204 procurat din comert.

Compusii au fost testati folosind concentratia in crescendo (uM), pe urmatoarele tipuri de culturi
de celule: FD, GBLS, GBL12 si GM1. La fiecare analiza celulara s-au testat doi compusi, fiecare
avand un martor neutru "NP" fard polimeri. Concentratiile utilizate pentru fiecare proba au fost:
0,05, 0,1, 1,2,5,5, 10, 50, 100 si, respectiv, 200 uM.

Rezultatele au fost stabilite utilizdnd date de spectroscopie obtinute prin citirea testului celulelor
de culturd marcate cu un compus cu specificitate ridicatd pentru celulele viabile.

Metoda computationala folositd pentru a construi modelul QSAR include trei etape (i)
fundamentarea modelului, (ii) calculul descriptorilor; (iii) geneza modelului QSAR.

In fundamentarea modelului (i) s-au generat modele 3D ale dendrimerilor testati. Pentru a mima
procesul de solvatare', pentru fiecare valoare uM a fost construit un model de solvatare pentru
fiecare compus, rezultdnd o biblioteca de 30 modele de solvatare. Exemple de model de solvatare
sunt prezentate in Figura 2. Modelele de solvatare au fost generate utilizand programul-software
Schrodinger. Concentratiile de M utilizate sunt in concordantd cu concentratiile pM utilizate in
bioteste. Moleculele au fost optimizate la nivelul campurilor de forte OPLS 2005".

Descriptorii moleculari (i1) au fost calculati pe modelele de solvatare complete (polimer plus
molecule de apa — Figura 3). S-a folosit programul-software TopoCluj.

Figura 2. Modele de solvatare a polimerilor (de la stanga la dreapta): NP, GO, G1. Moleculele de
apa sunt reprezentate ca sfere si bastoane, in portocaliu aurius atomii ligandului sunt reprezentati
ca spatii pline, in albastru. Suprafata sferei de hidratare este triangulate, in rosu. In model sunt de
asemenea prezenti atomi de Cl.



Figura 3. Solvatarea moleculelor de polimer (cu apa- model computational)

Modelul OSAR (ii1) a fost construit folosind mai multe tehnici de regresie liniard. Variabila
dependenta a fost aleasd valoarea spectroscopicd obtinutd pentru fiecare tip de polimer si



respectiv concentratie. Ca variabile independente au fost folositi descriptorii topologici, in
special valorile proprii au fost folosite pentru descrierea inter-relatiei cu datele spectrale.

Au fost generate doud modele: (1) un model estimativ, folosit pentru a evalua aparitia sau
neaparitia efectului toxic al cdii metabolice finale si (II) un model predictiv, utilizat pentru a
prezice cu precizie datele spectroscopice derivate din analiza.

In modelul estimativ (1), datoritd importantei colinearitatii (ce apare atunci cand doud variabile,
Xm $1 Xy, Intr-o regresie multipla, au o corelatie non-zero) si multicolinearitatii (ce apare cand mai
mult de doud variabile predictor, X, Xs, $1 X;, sunt intercorelabile), au fost calculate toleranta si
VIF (valoarea inflatiei), pentru evaluarea descriptorilor, pe langd statisticile usulate
(variabilitatea, etc).

In modelul predictiv (Il), coliniaritatea ori multicoliniaritatea nu este o problema si anume
deoarece nu influenteaza, nu are nici un impact asupra modelului global de regresie si a
statisticilor asociate (12, f, p). Scopul modelului este de a prezice acurat si precis o variabild
dependenta. Corelatiile derivate cu acest tip de model nu sunt necesar statistic semnificative.

Figura 4 ilustreaza o cultura de cellule in prezenta unui astfel de polimer.

Figura 4. Mediu de cultura, cu polimer - viabilitate celulard demonstrata (celulele viabile
colorate in albastru)

3.QSAR.

Un model QSAR a fost propus pentru predictia toxicitatii polimerilor utilizati. Modelul are
statistica:  1°=0.844, p=0.849, q°=0.844, RMSD=3.03. Ecuatia modelului este:
y=3.1831+0.844979*Toxicitatea observata (Figura 5).



ZAC Fibroblastoma cell line observed toxicity versus predicted toxicity
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Figura 5. Corelatia intre toxicitatea observata si toxicitatea prezisa prin QSAR.
Procedura descrisa mai sus a fost urmata si pentru testarea polimerului dendritic PAMAM.
B. MORFOLOGIA UNITATII GEMNS
Morfologia propusa computational a fost confirmata experimental.

A fost proiectat un model de particule magnetice MNP (magnetic nanoparticle) compuse,
constand dintr-un nucleu de fier, acoperit cu un mono-strat de grafend. A fost de asemenea
calculat un model MNP protonat gata de functionare. Miezul a fost validat, In functie de forma,
marimea si compozitia MNP, atat experimental cdt si computational; a fost calculat un model al
unui complex molecular biofunctional final. Au fost propuse doua functionalitati distincte pentru
aceastd unitate: (i) o unitate enzimatica constind in 1GPE" glucose oxidaza, GOX) si (ii) 4CNI
(anticorp IL-6, Ig). Ca suport intre straturile de grafena si grupele functionale s-au utilizat doua
tipuri de polimeri: polietilenimind (PEI) si poliamidoaminda (PAMAM). Stratul de PEI ramificat
ajuta GOx sa se lege non-covalent in timp ce Ig este legat covalent. Anvelopa PAMAM acopera
intregul edificiu. GOx si Ig sunt "fixati" pe stratul polimer pe o suprafatd minima de 200x200
A2, fari interactiuni; aceasta reprezinti concentratia maxima a proteinelor functionale (GOXx si
Ig). Modelul functionalizat este conceput a acoperi un sferoid.

Gradul de functionalitate a fost maximizat pentru a contine numdrul maxim de structuri Intr-un
spatiu minim. Atat particula MNP cat si unitatea functionald au fost optimizate la nivelul teoretic
HF/6-31G (d), protonat la 310,15 K, la pH de 7,4. intr-un mediu ionic de NaCl, cu o concentratie
molara de 0,145M - dm-3. Intregul model a fost construit folosind cdmpul de forte AMBER 98",

Figura 6 prezintd imaginea TEM reprezentativa a nanoparticulelor sintetizate. Se observa tipuri
distincte de MNP: (i) particule constand in straturi fragmentate de grafena, fard miez de metal;



(ii) particule cu straturi de grafene adecvate, dar fara miez de metal; (iii) particule cu strat riguros
de grafend si miez metalic incomplet; (iv) particule cu miez de metal si strat grafend incomplet
si, in final, (v) particule cu straturi de grafena adecvate si miez metalic Inconjurator riguros. De
asemenea, forma particulelor este supusd unor variatii: (i) triunghi curbat; (ii) semiluna; (iii)
elipsoidala si (v) sfericd. Miezul metalului variazd de asemenea: (i) heterogen; (ii) omogen; (iii)
hipodens centru cu limita hiperdensa (iv) centru hiperdens cu limite hypodense, etc.

In Figura 7, sunt prezentate doud particule de raza distincti. Ambele particule au miez de metal
in contact direct cu stratul de grafen cu straturi reduse; se observa nucleul heterogen.

Figura 6. Imagine TEM (microscopie electronica de transmisie). Este prezentatd populatia MNP
de diferite forme si marimi. Pot fi observate variatii in coaja de grafena si miezul de fier. Sageata
albd indicd o nanoparticula cu diametrul de 125nm, cu un raport adecvat, grafend/nucleu Fe.



Figura 7. Imagine TEM: doua MNP in contact. Stratul de grafend este vizibil in jurul nucleului
Fe. Forma si densitatea particulelor nu sunt bine definite; se observd unele neregularitati in
straturile de grafena si o tendinta de agregare a particulelor.

In Figura 8, este prezentatd o particula "ideald"; forma este aproape sferica, stratul de grafena
este hiperdens si fara defecte, nucleul este hipodens omogen, cu o margine hiperdensiva. Intre
miezul de metal si acoperirea cu grafena cu putine straturi se observa o regiune hipodensa.

Figura 8. Imaginea TEM ilustreaza un detaliu al Figurii 6 (MNP marcat cu sdgeata albd). Miezul
metalic este acoperit cu straturi de grafena.

Rezultate computationale. Un model de particule compuse, constind intr-un mono-strat de
grafend cu miezul un cluster icosahedral' de atomi de Fe, prezintd abateri minore de la forma
ideald sferica, atat in ceea ce priveste forma stratului grafenic cat si a clusterului metalic interior.
Analiza “elemental”’a modelului pentru complexul cu formula moleculara este urmatoarea:
Cis3asFenos; C 98,68%, Fe 1,31%; 10812 atomi de H au fost introdusi in sistem, pe ambele parti
ale monostratului de grafeni (Figura 9). Diametrul modelului rezultat a fost de 20 A (2nm).



Figura 9. Sfera monostrat de grafend(colorat in aurul portocaliu) continand un cluster icosahedral
de Fe""(in albastru marin).

Un model de MNP protonat este prezentat in Figura 10. Sistemul a fost hidrogenat pentru a
determina pozitiile ipotetice disponibile pentru functionalizarea ulterioara.

Figura 10. Grafene monostrat sferice, contindnd un cluster icosaedral de Fe, populat cu atomi
dehidrogen (reprezentati ca bastoane, in orange auriu (stinga); Atomi de carbon si hidrogen din
interiorul anvelopei si in afara ei (dreapta).



Figura 11. Unitatea functionald. Sus: straturile de polimer si grafend sunt reprezentate in bile si
bastoane. Proteinele sunt reprezentate in panglici cu unitatile functionale colorate. Jos: Vedere de
sus (stanga) si vedere laterald (dreapta).

Prin calcul numeric, s-a aritat ci o unitate functionald, cu o suprafatd de 40000A (200x200A)
este repetati de 123 de ori, pentru a acoperi o sferd cu diametrul apropiat de 125nm (1250A),
gasita experimental. Aceasta inseamna ca 123 unitéti (adicd molecule) GOx si 123 unitati Ig, cu
raportul GOx:Ig de 1:1, sunt necesare pentru a acoperi sfera modelata. Acest model presupune ca
unitatea functionald este plasata pe suprafata sferei in acelasi mod (aceeasi pozitie, aceeasi
orientare) si nu existd interactiuni cu unitdtile functionale invecinate. Modelul presupune de
asemenea ca spatiul este umplut la maxim cu unitatea functionala.

Un model computational mai realist, presupundnd interactiuni cu alte unitati functionale, dar
pastrand pozitia si orientarea relativ fixa, poate fi, de asemenea, conceput. Intr-un astfel de caz, o
unitate functionali mai mare poate avea 1200x1200A, fiind compusid din 36 de unititi
functionale. In acest model, o sfera poate contine un numar de unititi 123GOx si 30,70 unitati de
Ig, cu raportul GOx: Ig de 4: 1. Un model cu interactiuni intre unitatile functionale si pozitia si



orientarea liberd a unitatii functionale, adica o reactie de succes considerabil mai mica de 100%
este mai aproape de fenomenele autentice.

Concluzii. Raportul corect nucleu/anvelopd si dimensiunea consecutivd a particulelor,
determinatd experimental, se coreleaza cu modelul computational al unitatilor functionale;
diametru de 125nm este dimensiunea optima, in ceea ce priveste perspectiva biofunctionalizarii.

C. EVALUAREA SUPRAFETEI FUNCTIONALE

Aceastd metodd se bazeazd pe descriptori care mimeazd procesul de recunoastere moleculara.
Recunoasterea moleculard este simulata utilizand andocarea moleculara. In conditii fiziologice,
cand interactiunea dintre un ligand si un receptor are loc, ligandul si receptorul "se modeleaza"
unul pe celdlalt,pentru a forma un complex capabil sa actioneze asupra unui tesut viu.

O problema comund a descriptorilor moleculari este lipsa lor de "sensibilitate" la variatii
conformationale (aceleasi valori — degenerate - pentru conformatia libera si fixatd a unui ligand
Tabelul 1). O alta problema a descriptorilor moleculari este caracterizarea unui intreg proces
printr-o singurd valoare numerica. Pentru a rezolva aceasta problema, a fost utilizata o suprafata
topologica moleculara. Suprafata a fost generata utilizdnd coordonatele cartesiene ale atomilor
liganzi n forma liberd si in formd andocata. Suprafata topologica adoptatd de un ligand este
conforma cu specificul receptorului si, eventual, corelatd cu efectul biologic. Suprafata obtinutd a
fost caracterizatd folosind operatorul discriminant polinomial si Laplacianul.

Tabelull. Ecuatii Cartesiene ale liganzilor MraY"™

Molecula andocata

X

Z

Y

Caprazamicyn A

Y=1.1474In(x)+2.1222

Y=2.2825In(x)+7.4555

y=1.4935In(x)+4.3625

Liposidomicyn D

Y=0.61251n(x)+8.986

Y=1.8278In(x)+9.8712

Y=0.1306In(x)+9.6344

Muraymycin C

Y=1.91531n(x)+2.4093

Y=-0.492In(x)+22.764

Y=0.19961n(x)+7.3225

Mureidomycin A

Y=0.97791n(x)+6.4303

Y=-0.93In(x)+19.552

Y=0.6179In(x)+7.1176

Tunicamycin I

Y=0.61011n(x)+10.26

Y=1.5282In(x)+14.268

Y=0.8511n(x)+6.0062

MraY

Y=-0.9911n(x)+34.353

Y=3.6391n(x)-12.969

Y=-6.486In(x)156.661

Suprafata astfel obtinutd reprezintd un tip special de suprafatd, o varietate (manifold)
bidimensional. In matematici, un manifold este un spatiu topologic care seamini local cu
spatiul Euclidian in apropierea fiecarui punct. Fiecare punct al unui distribuitor n-dimensional
are o vecindtate care este homeomorfa spatiului euclidian (existd o functie continud intre cele
doud spatii care are o functie inversd continud) a dimensiunii n. Astfel, un manifold are
proprietatea de a fi Euclidian la nivel local, o proprietate conservatd de un homeomorfism local™.
Pe o astfel de proprietate se bazeazd minimizarea in algoritmii de andocare. Un discriminant



polinomial este produsul patratului diferentelor dintre ridacinile polinomiale. In algebra,
discriminantul unui polinom este o functie polinomiald a coeficientilor sai. Discriminantul este
utilizat pe scara larga in teoria numerelor prin generalizarea acestuia ca suprafata discriminanta®.
Discriminantul polinomial se calculeaza pana la un factor constant; se pot folosi diferite
normalizari®. Pentru o ecuatie patratici a2z2 + alzl + a0 = 0, discriminantul unui polinom
univariat p(x) este dat de expresia: D2 = (al)2 -4a0a2. Discriminantii se folosesc In geometria
algebrica in studiul curbelor algebrice, in general, al hiperperfectiilor algebrice. Dacd V este o
astfel de curba sau suprafatd, V este definitd ca setul zero al unui polinom multivariat. Acest
polinom poate fi considerat un polinom univariat, cu coeficientii polinomiali in celelalte
variabile. Discriminantul in raport cu variabila aleasd defineste o hipersuprafatd W in spatiul
altor variabile. Un punct in W reprezintd proiectia exacta a unui punct in V, care este fie singular
fie tangent fie admite un hiperplan tangent, care este paralel cu axa variabilei alese. Daca f este
un polinom bivariat in X si Y cu coeficienti reali, astfel incat f = 0, este ecuatia implicitd a unei
curbe algebrice plane. Calculul radacinilor discriminantului X si Y permite calcularea tuturor
punctelor remarcabile ale curbei, cu exceptia punctelor de inflexiune. Laplacianul este un
operator diferential dat de divergenta gradientului unei functii in spatiul Euclidian. Laplacianul
Af(p) al unei functii f intr-un punct p, pana la o dimensiune constanta, este rata la care valoarea
medie a functiei f, peste sfera centratd in p deviazi de la f (p), cdnd raza sferei creste. In sistemul
de coordonate Carteziene, Laplacianul este dat de suma a doud derivate partiale ale functiei f in
raport cu fiecare variabila independenta. Laplacianul reprezinta densitatea fluxului unei functii.
De exemplu, rata netd la care o substantd chimicd dizolvatd intr-un fluid se deplaseaza
spre/dinspre un punct este proportionald cu Laplacianul concentratiei chimice 1n acel punct;
exprimatd simbolic, ecuatia rezultata este ecuatia de difuzie. Se utilizeaza pe scara larga in stiinte
pentru modelarea fenomenelor fizice.

CaprazamicynA Liposidomicyn D Muraymycin



Mureidomycin A Tunicamycin | MraY (receptor)

Figura 12. Manifold pt inhibitori MraY andocati
plot 3D integrat, y=1.1474In(x)+2.1222 U 2.2825In(x)+7.4555 U 1.4935In(x)+4.3625

Y=((1.1474In(x)+2.1222 U 2.2825In(x)+7.4555 U 1.4935In(x)+4.3625)dx

S-au studiat structurile a cinci membri reprezentativi ai claselor inhibitorilor MraY:
Caprazamicina A, Lipozidomicina B, Muraimicina CI, Mureidomicina A, Tunicamicina I
(Figura 12). Toate structurile au fost extrase din *". Structurile pot fi regasite dupa cum urmeaza:
Caprazamicini A, de la referinta®’, Liposidomicin de la BromPubChemCID443576,
Muraimicini Clfrom de 1a*", Mureidomicini prin substante chimice de interes biologic, ChEBI
ID: 29632, Tunicamycin I de la Pub Chem CID 56927848. Structurile au fost construite prin
generarea de structuri 3D din reprezentdrile 2D regasite utilizdnd sursele enumerate mai sus.
Aceastd metodologie a fost utilizatd pentru a avea o metoda uniforma de constructie. Software-ul
LigPrep integrat in pachetul Schrodinger 2009 a fost utilizat pentru pregatirea liganzilor.
Molecule au fost minimizate energetic, in vid, folosind Ligprep (Schrodinger, New York, NY,
SUA). Solutia moleculara folosita a fost OPLS2005 (Schrodingersuite, NewYork, NY, SUA).

Molecula MraYa fost aleasd ca receptor. Structura a fost regasita utilizand PDck Sckr, care
reprezintd MraY in complex cu Muramycin D2. Ligandul si moleculele de apd au fost eliminate
din model. Modelul a fost preparat suplimentar folosind expertul de pregatire a proteinei dupa
cum urmeaza: au fost atribuite ordine de obligatiuni, au fost adaugati atomi de hidrogen, buclele
de aminoacizi au fost corectate folosind Prime (o stare protonata la pH 7,4 a fost astfel generata).
Structura a fost minimizata energetic utilizind campul de forte OPLS2005, in vid. Complecsii
receptorului MraY cu liganzii au fost generati cu o procedura de andocare. Software-ul folosit a
fost AutoDockVina™ Receptorul (MraY) a fost considerat fi xat, liganzii au fost considerati
mobili. Situsul activ al MraY a fost regasit din literaturd®"' folosind structura PDP 5ckr (vezi
Figura 15). Afinitatile de legaturd au fost inregistrate, in kcal / mol. Procedura de andocare este
dupd cum urmeaza. Se deschide fila PDB care contine MraY fard ligand. Liganzii, initial in
format SDF, au fost transformati in PDB, cu ajutorul programului PyMol. Conform cerintelor
Autodock Vina, filele au fost preparate din pdb-urile proteinei (MraY) si ale liganzilor. Grila,



care cuprinde toate fragmentele selectate, are urmatoarele coordonate: centru x = 9.74; centru_y
= 16,09; centru_z = 4.86, cu un spatiu de 0.375. Dimensiunea casetei rectangulare a fost setata
la: size x = 25, size y = 25, size z = 25. Toate datele sunt exprimate in A. Dupi rularea
procedurii de andocare, cea mai buna pozitie a fost luata in considerare pentru fiecare ligand, in
ceea ce priveste valorile afinitatii de legare (kcal / mol).Cand buzunarul de legare nu este
cunoscut, se face maparea receptorului pentru fixarea mai multor locatii cele mai active, apoi se
decide care dintre acestea este adecvat pentru un anumit caz (ligand si, respectiv, receptor).
AutoDock sau software similare pot detecta cavititile si buzunarele de legaturd. De exemplu, in
AutoDock4.2 (Scripps Research Institute & Olso Laboratory SUA, San Diego, CA, SUA), se
poate construi o grild suficient de mare pentru a acoperi intreaga suprafatd a proteinei, cu o
spatiere a retelei mai mare decat valoare implicitd de 0,375 A si cu mai multe puncte ale grilei in
fiecare dimensiune. Astfel, experimentele preliminare de andocare, efectuate cu AutoDock4.2
(The Scripps Research Institute & Olso Laboratory SUA, San Diego, CA, SUA), permit aflarea
unor anumite regiuni ale proteinei, preferate de ligand. Acest procedeu este denumit uneori
"andocare oarba". Apoi, Intr-o a doua runda de andocare, pot fi construite grile mai mici in jurul
acestor potentiale situri de legare. In cazul in care proteina este foarte mare, atunci ea poate fi
divizata cu grile care se suprapun. Dupa identificarea sitului de legare, andocarea este efectuata
pe AutoDock4.2 (Institutul de Cercetare Scripps & Olso Laboratory SUA, San Diego, CA, SUA)
sau AutoDock Vina aga cum este descris mai sus.

Cartesian coordinates of Caprazamicyn A after docking
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Figura 13 Variatia coordonatelor Carteziene ale MraY



Correlation between Laplacian operator and MIC range
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Figura 14 Corelatia dintre operatorul Laplacian si MIC

Suprafata topologica a ligandului, dupd andocare, este modelata/conditionata in mod clar de catre
receptor. Aceasta suprafatd este un manifold bidimensional; ea este modelata de fortele intra- si
intermoleculare implicate in andocare. Operatorul Laplacian si discriminantul polinomialau fost
calculati cu o functie polinomiald de gradul doi, fiecare ligand, inainte si dupa andocare.Ecuatiile
coordonatelor Cartesiene (Figura 13) sunt corelate cu energiile de legatura (andocare) si valorile
MIC (Figura 14). Acesti operatori, pot fi utilizati in predictia bioactivitatii, ce implicd complexul
ligand-receptor.

Figura 15. 5ckr prezentand MraY in complex cu Muramymycin D2.

D. AGREGAREA PROTEINELOR SI INTERACTIUNEA CU NANOMATERIALELE

Proteinele 1si manifestd actiunea numai atunci cand structura lor tertiard si cuaternard este
intactd. In aceastd stare, anumite regiuni ale proteinei localizate la locul de legare pot sa se

orienteze si sd permitd realizarea procesului de recunoastere moleculard si formarea completa a



complexului ligand- receptor. In conditii nefiziologice, cum ar fi: temperatura ridicata/scizuta,
presiune osmoticd maritd/scdzutd, radiatii, reactivi chimici - proteinele native sunt denaturate.
Desfasurarea este un proces reversibil atunci cand regiunile active ale proteinei (adica receptorul)
se desfisoara si permit dezlipirea ligandului. In starea desfasurati, energia proteica si entropia

sunt ridicate. In starea nativa pliatd, energia si entropia sunt scazute.

A fost aleasa pentru studiu proteina 1ATU cu o greutate moleculard de 41,97 kDa, in interactiune
cu polimerul dendrimeric PAMAM de diferite generatii: C22H48N1004 (GO),
C62H128N26012  (Gl), Cl110HI192N26044  (Gl.5), CI142H288N58028  (G2),
C302H512N122060 (G3) si o serie de dendrimeri de generatie zero, cu nucleu aromatic ,,ZAC*:
CI16H28N204, C20H36N204, C22H40N204, C24H45N306, C28H52N204. Au fost construite
un numdr total de 10 sisteme (proteind:PAMAM). Structurile au fost optimizate pentru starea
intravasculard normalad: NaCl 0,15M, 310.15K temperatura, constantd dielectrica 78. Pentru a
studia topologia interactiunii proteice cu polimerii, a fost utilizatd o tehnica pentru amplificarea
si expunerea regiunilor de proteina care interactioneaza cu stratul de polimer. Rezultatul acestei
tehnici este o "coardd" de proteine care are structurd primara, secundara, dar nu tertiara. Analiza
a inclus descriptori topologici si anumite proprietati fizico-chimice (sarcini partiale, suprafata,
volum, log P, refractivitate, polarizabilitate, masa). Datele biochimice privind reactia care ar
putea induce o absorbtie a polimerului pe proteind au fost corelate cu cu datele de toxicitate ale
polimerilor. Stratul de polimer 1ATU liber si structura 3D a 1ATU au fost, de asemenea, luate in
studiu. Diagrama de coordonate 3D (X, y, z) a fost reprezentatd pentru toate structurile, in scopul
evidentierii diferentelor in topologia secventelor proteice adica forma diferita pentru fiecare

pereche de polimer 1ATU si pentru a determina situsul topologic al proprietatilor.

S-a studiat suprafata de agregare a proteinei, in toate sirurile proteice rezultate plus structura
,nativd“ 1ATU si pentru structurile ,libere® PAMAM. Astfel pot fi descrise si comparate
proprietatile de interactiune biologica si topologia lor (in termeni de reactii biochimice, agregare,
etc.). Procesul global de agregare a fost de asemenea caracterizat prin calcularea potentialului
Zeta pentru un domeniu de temperaturd (de la 273°K la 320°K) si un domeniu de pH in jur de

7,4. Campul de forte OPLS3 folosit pentru a optimiza suprafetele de agregare.

Pentru a corela proprietatile topologice cu agregarea, a fost efectuata o analizd computationala pe

proteina nativa si pe moleculele de polimer (PAMAM si ZAC).



Figura 16. Structura 1ATU 3D "nativa", "liberd" si respectiv gl.5. Suprafata de agregare este colorata in
rosu; sunt reprezentati toti Aa care pot contribui potential la un proces de agregare. In verde este
reprezentat Aa cu cea mai mare sansa de a produce o agregare.

Sirurile de proteine 1ATU sunt denumite in functie de interactiunea lor cu stratul de polimer.
S-a calculat scorul de agregare a sirurilor de proteina. Cel mai mic scor are sirul generat de stratul G1.5.

In Figura 17 sunt reprezentate comparativ scorul proteinei native, scorul pentru sirul proteic liber si scorul

pentru PAMAM, G1.5.
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Amino acizi

Figura 17. Scoruri de agregare pentru proteina nativa, pentru sirul liber si scorul pentru complexul G1.5.

Straturile de polimeri au un efect cuantificabil asupra proteinelor si favorizeaza reactii diferite.
Acest efect este demonstrat de variatia coordonatelor topologice. Variatia proprietatilor
topologice determind variatii ale proprietatilor biochimice care favorizeaza diferite tipuri de
reactii. Din punctul de vedere al 1ATU, PAMAM GL1.5 are potential cea mai scazutd interactiune
cu proteinele si efectele toxice. Aceasta proprietate este reflectatd de analiza sirului de proteine si
de analiza biochimica a PAMAM G1.5, care a aratat cd nu existd reactii biochimice potential
obligatorii cu proteine. Potentialul Zeta sugereaza o solutie coloidald mai putin stabild de
proteind 1ATU. Analiza sirurilor de proteine ofera o metoda fezabild de explorare a interactiunii
proteine - polimeri. Structura proteinei este influentatd de mediul de imobilizare. Tehnica folosita
este adecvatd in calcularea interactiunilor proteinei cu medii diferite (nanostructuri de carbon,

dendrimi).

Prin operarea modificarilor mici in structura proteinei (receptorului), spatiul de bioactivitate a
ligandului poate fi accesat de catre liganzi. Cand intreaga proteina este denaturatd, adicd redusa
la structura sa primara si secundara, spatiul de bioactivitate nu poate fi abordat. Astfel, spatiul de

bioactivitate poate fi accesat numai de o structurd cu arhitectura tertiara si cuaternara.

Studiu de agregare/denaturare a fost realizat in legatura cu problema aglomerarii/insolubilizarii

particulelor GEMNS (partenerii din Polonia si Norvegia).



CONCLUZII:

PAMAM nu prezinta toxicitate biologica

Computational PAMAM nu intreactioneaza cu Cit P450 sau alte sisteme enzimatice
Modelul de solvatare in cazul PAMAM prezice cu acuratete activitatea biologica

In cazul moleculelor insolubile in apd, modelul QSAR prezice cu acuratete lipsa
toxicitatii/ toxicitatea acestora.

e

Se poate construe un model computational al GEMNS (generatiile I, II, IIT), ce poate fi
folosit in calcularea magnetismuluisi toxicitdtii, cat si a interactiunilor (absorbtia
proteinelor)care pot conduce la aglomerarea/insolubilizarea GEMNS.

5. Raportul GOx : Ig 4:1 reprezinta fractia optimad pentru un efect biologic maxim

6. Sfera exterioard de grafendeste ,,deformatd,, de nucleul metallic, fapt demonstrat atat
experimental cat si computational.

7. Compozitia nucleului metalic determind forma GEMNS, Gen I . Combinatia Ni/Co
determind o forma sfericdsi o suprafata de grafena regulata.

8. Coordonatele Cartesiene pot fi utilizate pentru a genera o suprafata topologica.

9. Suprafata tolopogica este corelata cu bioactivitatea moleculara.

10. Discriminantul polynomial si operatorul Laplacian se coreleaza cu suprafata topologicasi
cu activitatea moleculara ( bioactivitatea).
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