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Metoda descrisa in aceasta inventie este dedicata analizarii modificarilor conformationale

aparute in dinamica moleculara a proteinelor.

Proteinele sunt constituentii ai organismelor vii cu cel mai inalt grad de complexitate si de
varietate moleculara. Ele prezinta specificitate de organ si de specie. Denumirea lor deriva de la
cuvantul grecesc proteios care inseamna “cel dintai, primul’. Datorita rolurilor fundamentale pe
care le indeplinesc in organismele vii, proteinele se bucura de o atentie deosebita din partea
cercetatorilor.

Functiile indeplinite de proteine acopera intreg spectrul de activitate ale celulelor. Astfel,
proteinele:

- au rol structural major, ele constituind materialul din care sunt constituite toate structurile celulare,
membrane, organite celulare, precum si materialul intercelular.
- exercita actiuni catalitice, determinand varietatea nesfarsita de reactii biochimice si specificul

transformarilor chimice din organismele vii.

- contractile sunt instrumente cu ajutorul carora organismele vii indeplinesc activitatea contactila si
de locomotie.

- indeplinesc functii reglatoare, ele pot stoca si transmite mesaje chimice.

- indeplinesc functii de transport si de depozitare a unor compusi chimici ca ioni metalici, vitamine,
oxigen, dioxid de carbon.

- au sarcini de a apara organismul impotriva unor corpi straini, macromolecule, virusuri, bacterii.
Reactiile imunologice sunt mediate de o clasa de proteine specializate.

Pentru a intelege metoda de analiza descrisa in aceasta inventie trebuie explicat ce inseamna o
proteind. Exista doud modalitati de a descrie o proteina: "de la complex la simplu" sau "de la
simplu la complex”. Prima metoda poate fi comparata cu a privi un obiect la microscop si a creste
gradat factorul de marire. Prin aceastd metoda se porneste de la intrega proteina si complexitatea
structurii descreste prin intrare in detaliu. A doua metoda incepe cu nivelul de baza al atomilor
individuali si pierde detalile odatd cu descresterea maririi. Aici se foloseste abordarea "de la
simplu la complex".

Din punctul de vedere al fizicianuiui, proteina este un set de sfere moi. Aceste sfere pot fi bleu,
albe, albastre, rosii, galbene etc, culoarea diferind in functie de masa si raza. Acestea sunt
conectate cu una pana la patru alte sfere prin legaturi rigide scurte. Avem o descriere unica a
proteinei atunci cand se cunoaste culoarea sferelor $i modul in care sunt conectate cu aite sfere
(topologia). De fapt, descrierea anterioara se aplica oricarei molecule. Proteinele sunt un subset al
tuturor moleculelor posibile, deoarece nu se intalnesc toate combinatiile de sfere in proteine. in
lumea reala, sferele reprezinta atomi si legaturile sunt legaturi chimice (covalente).

Din punctul de vedere al chimistului o proteina poate fi comparata cu un sir de margele. Exista
20 de tipuri de margele, fiecare cu forma si marime diferitd. Forma unei margele nu este fixa, ea
poate varia, dar numarul de forme este limitat. Margele sunt conectate cu una sau doua alte

margele (unele margele pot realiza o a treia conexiune). Uzual margelele sunt numite reziduuri.
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Toate reziduurile sunt levogire si au formula generala prezentatain Fig1. 2 -04- 201

Fiecare reziduu contine doua parti, lantul principal care poate sa se conecteze prin legaturi
chimice covalente de unul sau doua reziduuri si un lant lateral, notat cu litera R in Fig. 1. Atomul
central carbon de care se leaga grupul lateral se numeste carbon alfa (Ca). Aminoacizii se leaga
unul de altul printr-o legaturd peptidica formata intre azotul teminal si carbonul terminal al
aminoacidului adiacent cu eliminarea unei legaturi de apa si formeaza un lant polipeptidic (Fig. 2).

O molecula de proteina poate fi alcatuitd din cativa aminoacizi pana la cateva mii de aminoacizi
legati in acest fel. Dupa formarea proteinei raman doua grupari nelegate si sunt cunoscute ca N si
C terminal. Carbonul Ca si atomii C si N adiacenti ai fiecarui reziduu aminoacid definesc lantul
principal al proteinei.

Lantul principal este identic in toate reziduurile, iar lantul lateral diferentiaza reziduurile. Datorita
alcatuirii lor diferite, reziduurile au diferite proprietati. Unele reziduuri atrag apa (reziduuri hidrofile
sau polare), altele resping apa (reziduuri hidrofobe). Reziduurile hidrofile sunt incarcate electric
avand sarcina £ 1 e.

Din punctul de vedere al biologului proteina este o molecula complexa care realizeaza o anume
functie. Domeniul functiilor proteinelor este vast, unele au rol structural, cum este keratina, altele
se gasesc in peretele celular si faciliteaza transportul particulelor mici cum sunt ionii sau apa
(porinele), altele catalizeaza reactii (enzimele), iar alte proteine regleaza functia altor proteine.
Biologii incearca sa inteleaga relatiile dintre proteine, dintre proteine si alte parti ale celulei si cum
anumite procese sunt reglate si organizate intr-o descriere spatio-temporala.

O molecula proteica este un lant liniar de aminoacizi care se pliaza intr-o forma reproductibila.

Proteina poate fi vazuta la diferite nivele de detaliere. Anterior, proteina a fost descrisa din
punct de vedere atomic si din punct de vedere al reziduurilor. O alta descriere este functie de
grupurile de reziduuri care formeaza structura locald, numitad elemente de structurd secundara.
Structura secundara descrie conformatia lantului principal al proteinei. Cel mai important element
de structura este a-helix .

Reprezentarea tuturor atomilor este folositd in general numai pentru peptide mici, care nu au o
structurd secundara bine definita. In termenii structurii secundare sunt descrise proteinele.

Proteinele pot fi impartite in doud categorii dupa forma si functie: globulare si fibroase.
Proteinele globulare participa, in general, la procesele chimice dintr-un organism, de exemplu
enzimele si proteinele redox, in care proteinele fibroase joaca un rol mai mult mecanic si structural,
de ex. actina si miozina din muschi si colagenul din tendoane. Cea din urma categorie tinde sa fie
foarte insolubila si cristalizarea este aproape imposibild. Pe de parte proteinele globulare sunt mult
mai bune candidate pentru cristalizare datorita solubilitatii lor si sunt subiectul majoritatii studiilor
cristalografice macromoleculare si a celor de simulare a dinamicii moleculare.

Pentru investigarea structurii si functiilor proteinelor se incearca dezvoltarea de noi tehnici
si metode de analiza a dinamicii moleculare a acestora. Astazi este o tendinta generala in
domeniul stiintelor biologice sa se interpreteze datele experimentale intr-un mod din ce in ce mai
complex. Acest fapt implica o crestere a acuratetii calculelor, din ce in ce mai elaborate si mai
complexe.
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Un punct important al dinamicii este faptul ca se urmareste evolutia in timp a sistemului si
se prezinta complet informatia despre dinamica sistemului. Datele experimentale sunt de obicei
valabile intr-un spatiu vector-frecventa. Informatia obtinuta prin dinamica moleculara in timp si
spatiu real va fi deci transformata Fourier in raport atat cu spatiul cat si cu timpul pentru o
comparare utild cu rezultatele experimentale. Pentru a realiza analiza dinamicii, se scriu in
programul de simulare instructiuni de descarcare periodicd a pozitilor si vitezelor tuturor
particulelor pe un mediu de stocare. Aceste date sunt analizate mai tarziu cu alte programe pentru
extragerea marimilor de interes. In acest moment sunt utilizate pentru determinare modificarilor
conformationale mai multe metode: prin evaluarea evolutiei unghiurilor diedre, evaluarea
distantelor Ca-Ca si altele. Toate aceste metode sunt complementare intre ele ca si metoda
propusa de noi. In prezenta inventie se propune analizarea traiectoriilor prin calcularea variatie
numarului de atomii ce se gasesc intr-un spatiu cu dimensiuni predefinite. Variatia numarului total
de atomi va indica daca exista o modificare a conformatiei proteinei in spatiul predefinit si
momentul in care are loc aceasta modificare.

In experimentele de simulare a dinamicii moleculare a unei secvente proteice sunt
inregistrate cronologic intr-un fisier pozitile tuturor atomilor proteinei. Astfel, la momentul initial,
notat cu t,, avem setul de pozitii (po 1, Po2, ... Pon ) Unde n este egal cu numarul total de atomi ai
proteinei; la momentul t;, avem setul de pozitii (p11, P12, .-- P1n )...Generalizand, la momentul
oarecare t, al simularii pozitile atomilor din secventa proteica pot fi notate astfel (pm1, Pm2, ---
Prm.n)-

Aplicam metoda de analiza prezentata aici pentru un atom de referinta notat cu a, unde a
este un numar real, intreg, cuprins intre 1 si n. Consideram un volum definit V centrat pe atomul a
si, folosind seturiile de pozitii din fisierul rezultat in urma simularii, calculam pentru fiecare moment

m de timp valorile pmax = Pma— Pmx, Unde x ia valori de la 1 la n si aplicam conditia daca | pmax | C

V, ax=1, daca | pmax | ¢ V, ax =0. Calculam pentru fiecare moment de timp m numarul de atomi Nn,
care se gasesc in volumul V, folosind formula N, = ZL.GX- Variatiile functiei N,(m) corespund

modificarilor conformationale aparute in volumul definit in jurul atomului a. Astfel, in reprezentarea
grafica a functiei Nh,(m), se identifica picurile (varfurile) curbei si se determina cu exactitate
momentele de timp la care apar modificarile conformationale.

Mentionam ca metoda se poate aplica si pentru volume definite de diverse forme, exemplu: cub,
sfera, dodecahedron, etc. Indiferent de forma volumului definit in jurul atomului de referinta, se
pastreaza conditia de contorizare doar a atomilor ce se gasesc in acest volum la momentul de timp
m.

Un exemplu de grafic rezultat este prezentat in fig. 3 in care sunt incercuite cu rosu zonele in care

apar modificari conformationale.
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Metoda de analiza a conformatiei secventelor proteice este caracterizata prin aceea ca
determina modificarile conformationale ale secventei proteice aparute de-a lungul simularii
dinamicii moleculara prin calcularea variatilor numarului total de atomi aflati intr-un spatiu cu

dimensiuni predefinite.
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Fig. 1. Formula generalad a aminoacizilor

Fig. 2. Reprezentarea lantului principal (verde) si a lantului lateral (gri) intr-o peptida
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Fig. 3. Reprezentarea variatiei numarului de atomi dintr-un volum predefinit
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