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PARTEA I-A - INTRODUCERE GENERALA

CAPITOLUL 1 - SCOPUL LUCRARII

Dezvoltarile tehnologice in generarea datelor biologice, precum si solutiile mai mari
de stocare a datelor si gestionarea mai rapida a acestora au fost un beneficiu al secolului XXI
(Carugo and Djinovi¢-Carugo, 2023). Cercetatorii au acum sarcina coplesitoare de a analiza
aceasta cantitate masiva de date, pentru care trebuie dezvoltate metode avansate (si facute
cat mai usor de utilizat posibil) pentru a transforma datele in cunostinte utile. Incepand cu
mijlocul deceniului 2010, noile tehnologii de cryo-EM au revolutionat domeniul si au permis
obtinerea unor informatii structurale despre sisteme biomoleculare din ce In ce mai
complexe; si, deoarece interpretarea datelor cryo-EM depinde in mod critic de modelele
moleculare precise, a doua revolutie a venit la inceputul anilor 2020 sub forma platformelor
de modelare automate bazate pe Al — o schimbare fard precedent in domeniu. Avand in
vedere acest context, scopul lucrarii prezentate a fost:

a) de a examina limitele si de a imbunatati capabilitatile noii generatii de tehnologii Al
in predictia structurala a proteinelor;

b) de a contribui, dincolo de predictia structurald, la dezvoltarea de noi instrumente
pentru explorarea spatiului conformational al sistemelor moleculare — relevante
pentru descrierea interactiunilor si proceselor biomoleculare in conditii biologice
normale

¢) de a dezvolta fluxuri de lucru computationale pentru rezolvarea unor probleme
structurale complexe legate de mai multe complexe proteine-proteine si proteine-
ligand de relevanta medicala.

Lucrarea care acopera aceste obiective este structurata in cinci capitole grupate in trei
parti dupa cum urmeaza: Prima parte, care cuprinde doua capitole, se concentreazd pe
modelarea moleculara in-silico si rezultatele obtinute pe unele familii relevante de proteine
folosind noile metode de Al, atat in versiunea lor automata, cat si personalizatd. Aceasta
prima parte incepe cu un scurt capitol teoretic, care prezinta tehnicile de modelare prin
omologie, atat cele ,,personalizate” cat si cele mai recente bazate pe ,.,retele neuronale”. Al
doilea capitol al acestei parti este dedicat unei cercetari aprofundate a capabilitatilor si
limitelor noilor metode Al, care au devenit uzuale in ultimii ani ai studiilor mele de doctorat
si care au primit recent Premiul Nobel in 2024. Desi aceste metode sunt cunoscute pentru
performantele lor bune in cazuri simple, le-am testat in cazul mai provocator al proteinelor

multidomeniu si multistare, luand drept exemplu familia de receptori cu coiled-coil a



domeniului de oligomerizare legat de nucleotid (NOD-like), despre care grupul nostru
(Departamentul de Bioinformaticd si Biochimie Structurala — DBSB) a acumulat o vasta
expertiza in ultimii 15 ani. Rezultatele noastre indica faptul ca prin ajustarea fina a ceea ce
a fost introdus ca intrare in reteaua neuronald, platforma AlphaFold a reusit sd8 modeleze
distinct formele ,,active” si ,,inactive” ale proteinei. Acest rezultat indica faptul cd metoda
noastra restrictiva de intrare ar putea fi utild in proteinele multidomeniu si multistare pentru
a ghida fluxul automat de modelare catre conformatii specifice pentru proteinele pentru care
exista multiple conformatii rezolvate.

In timp ce modelarea predictivi structurala este indispensabili ca o descriere preliminara
virtuald a sistemelor biomoleculare, aceasta nu este suficienta pentru a explica interactiunile
si procesele care au loc 1n aceste sisteme, care in conditii biologice naturale sunt ghidate de
legile termodinamicii. Avand in vedere cd moleculele sunt intr-o schimbare termica
perpetud, dezvoltarea de tehnici noi si mai rapide pentru a descrie posibilele lor stari este de
mare importanta. In acest context, a doua parte a tezei mele descrie contributiile noastre la
dezvoltarea Robosample, o noua platforma software de esantionare moleculara, bazata pe o
metodd publicatd anterior care se incadreaza in categoria ,,Enhanced Sampling” si care,
avand in vedere dimensiunea tot mai mare a sistemelor structurale rezolvate (Berman, Vallat
and Lawson, 2020), a fost utilizata tot mai mult in ultima decada (Shen, Zhou and Shi, 2023).
Ideea de esantionare moleculara bazata pe algoritmi robotici a aparut din colaborarea
productiva dintre Dr. Laurentiu Spiridon din departamentul nostru (DBSB-IBAR) si Prof.
David Minh de la Illinois Institute of Technology si director asociat al Center for
Interdisciplinary Scientific Computation, colaborare care a dus la dezvoltarea metodei
originale.

Cel mai semnificativ beneficiu al esantionarii spatiului conformational al sistemelor
moleculare la temperatura camerei este posibilitatea de a estima precis energia liberd de
legare a complexelor moleculare. De aceea, ultima parte a tezei este dedicatd rezolvarii a trei
probleme complexe relevante in medicina moleculara prin combinarea modelarii si simularii
pentru calcularea energiilor libere de legare ale complexelor proteine-peptid si proteine-
ligand in sisteme de relevantd medicald. Alaturi de pasii de modelare si simulare, aceasta
lucrare se bazeaza pe un set divers de tehnici de calcul al energiei libere, care variaza de la
metode de punct final (MM-GBSA) la metode bazate pe transformari alchimice
(HRE/MBAR).

Primul capitol al acestei parti este dedicat modelarii receptorului de trombopoietina

(TpoR — necunoscuta la acel moment) si interactiunii acestuia cu calreticulina mutata, o
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interactiune care s-a dovedit responsabild pentru ~40% din neoplasmele mieloproliferative.
Aceasta lucrare este rezultatul unei colaborari indelungate intre DBSB-IBAR si grupul de
semnalizare celulard de la Université Catholique de Louvain, condus de Prof. Stefan N.
Constantinescu, care a furnizat constrangerile experimentale HDX si a validat predictiile
noastre structurale, predictii care au fost confirmate recent prin rezultate cryo-EM pe
structura TpoR. (Tsutsumi et al., 2023a; Sarson-Lawrence et al., 2024).

Aceasta este urmata de un capitol care descrie utilizarea acestor calcule ale energiei
libere in imunobiologie intr-o lucrare care a rezultat din colaborarea departamentului nostru
DBSB cu Departamentul de Biologie Moleculara si Celulara al IBAR, legata de
recunoasterea de catre receptorul T-celular (TCR) a unui sistem HLA incarcat cu epitopul
tirozinazei YMD (369-YMDGTMSQV-377), care a fost dovedit a fi relevant in melanom.
In acest studiu, am evaluat mai intai formarea complexului HLA-YMD si apoi am observat
complexul ternar care se formeaza atunci cand sistemul HLA-YMD interactioneaza cu
regiunea hiper-variabild a TCR, fiind utilizate metode alchimice pentru a esantiona spatiul
sau conformational si utilizind Multistate Bennett Acceptance Ratio pentru a calcula energia
liberd de legare.

Ultimul capitol din aceastd parte se concentreaza pe utilizarea estimarilor energiei
libere in farmacologie si este dedicat unei lucrari realizate in cadrul colaborarii dintre
departamentul nostru DBSB si grupul Prof. Bogdan Amuzescu de la Facultatea de Biologie
a Universitatii din Bucuresti, pe interactiunea canalului de ioni NaV 1.5 cu cenobamat, o
moleculd mici utilizatd ca medicament antiepileptic. In aceasti lucrare, modelarea canalului
de 1oni a fost realizatd de echipa Prof. Amuzescu, precum si docking-ul initial al liganului
cenobamat pe canalul de ioni, In timp ce noi am realizat generarea structurilor mutante,
constructia sistemului (adica construirea bilei lipidice, incorporarea diferitelor canale in
aceasta, parametrizarea sistemului) si simuldrile de dinamicd moleculard. Folosind
traiectoria generatd, energiile libere de legare au fost calculate intre formele native/mutante
ale receptorului si molecula de cenobamat utilizdnd cadre la intervale egale din simularea

MD.



PARTEA II-A - PREZICEREA SI MODELAREA
STRUCTURII PROTEINELOR

CAPITOLUL 2 - EVALUAREA LIMITELOR NOILOR METODE DE
PREDICTIE STRUCTURALA BAZATE PE INTELIGENTA
ARTIFICIALA

1. Introducere

Biologia structurald a cunoscut un impuls transformator la inceputul anilor 2020,
odatd cu aparitia tehnicilor automate de modelare pe baza de Deep Learning, cum ar fi
AlphaFold2 si 3 (AF2/3) (Jumper et al., 2021; Abramson et al., 2024), RoseTTAFold All-
Atom (Krishna et al., 2024) (RFAA) sau OmegaFold (Wu et al., 2022) (OF) care au depasit
metodologiile traditionale de modelare prin omologie. Metodele AF si RFAA se bazeaza in
esenta pe aceiasi pasi ca modelarea traditionala prin omologie, care includ alinierea secventei
multiple (MSA), cautarea de sabloane si corelarea acestora in construirea de modele ale unei
secvente tintd pe baza unui antrenament masiv al retelelor neuronale, avand ca scop
optimizarea structurii locale si a contactelor aminoacidice. Pe de altd parte, OmegaFold
adopta o abordare diferita, prezicand structura unei proteine direct din secventa sa primara
unica, utilizand un model de limba;j proteic bazat pe un transformator inspirat de geometrie.
Unul dintre cele mai importante avantaje ale acestor metode este viteza cu care sunt propuse
modele structurale pentru o secventi dati. In cateva ore pentru AF si RFAA sau chiar in
cateva minute pentru OF, oricine poate obtine modele prezise pentru o secventd datd. Multe
recenzii subliniaza, de asemenea, precizia mare a acestor modele automate, in special in
cazul tintelor cu un singur domeniu, cu similaritate foarte mare fata structuri experimentale
deja rezolvate. Pe de altd parte, aceste proceduri automate genereaza modele tip ,,cutie
neagrd”, care nu permit nicio interventie umand bazatd pe constrangeri experimentale
suplimentare sau informatii, sau pe intuitia si experienta dobanditd a unui cercetdtor care, in
special in cazurile de omologie indepartata, ar putea fi relevante.

Prin contrast, modelarea manuala traditionald prin omologie este mult mai
consumatoare de timp si poate duce la structuri mai putin optimizate, dar are avantajul de a
fi mult mai flexibila, permitand cercetatorilor, pe de o parte, sd ia In considerare constrangeri
experimentale sau orice alte observatii experimentale si, pe de altd parte, sa imbunateasca

modelele prin testarea ipotezelor experimentale intr-o manierd de incercare si eroare, fiind



astfel ghidata de o abordare euristica. Astfel, modelarea euristica este mai probabil sa
abordeze mai bine tintele de omologie indepartatd sau sisteme mai complexe, cum ar fi
structurile proteice dependente de stare, proteinele cu mai multe domenii sau sistemele
heteromoleculare.

In acest context, avand in vedere ci aproximativ 60% din proteinele cunoscute
cuprind secvente proteice complexe care prezintd mai mult de un domeniu structural, este
foarte relevant sa determinam cat de bune sunt modelele generate de noile platforme de
predictie structurala bazate pe Al pentru astfel de sisteme si sa Intelegem mai bine limitarile
acestora in generarea unor modele structurale plauzibile si sa gasim modalitati de a le spori
capacitatile de predictie, mai ales atunci cand astfel de proteine au demonstrat ca adopta
multiple conformatii pe parcursul ciclului lor functional. Cu alte cuvinte, este foarte
instructiv sa intelegem cum functioneaza predictorii automati in cazurile in care in bazele de
date structurale aceeasi proteind a fost rezolvata Tn mai multe stari structurale si modelarea
se confrunta cu o problema de mapare a unei singura secventei la mai multe structuri.

Un studiu de caz bun pentru a evalua performanta noilor platforme Al pe sisteme
proteice mai complexe, In cazul carora modelarea euristica s-a dovedit a fi eficienta, este
familia de proteine multistare si multidomeniu de receptori CNL NOD-Like (Coiled-Coil
Nucleotide-Binding Oligomerization Domain-Like). In esenti, aceste proteine constau din
trei domenii canonice cu extensii N-terminale sau C-terminale:

(1) un ,,conector” CC (Coiled Coil)

(2) un ,,comutator” NBD (Nucleotide Binding Domain)

(3) un ,,senzor” LRR (Leucine-Rich Repeat)
Larandul lor, la activare (indusa de un efector molecular al unui patogen), comutatorul NBD
suferd o tranzitie conformationald interna in care subdomeniul Arc2 se roteste la 180° 1n jurul
regiunii NBS-Arcl, prin eliberarea cofactorului ADP (specific stdrii inactivate) si

schimbarea acestuia cu un ATP care stabilizeaza conformatia activa.



Figura 2-1. Conformatii active (6J57T) si inacvtive (6J5W) ale proteinei ZARI

2. Familia extinsa a A. Thaliana

Pentru a testa performanta modelarii asistate de inteligenta artificiald, am selectat un
set reprezentativ de proteine CNL din Arabidopsis thaliana. Un total de 1257 de secvente au
fost extrase din baza de date NLRscape (Martin ef al., 2023), pe care le-am filtrat in functie
de organizarea domeniilor, eliminand toate secventele care nu contineau toate cele 9 motive
CNL. Setul rezultat a fost grupat folosind MMSeqs2 la un prag de acoperire de 70% si
identitate de 70%, rezultand 36 de grupuri, dintre care 4 au fost eliminate.

Cele 32 de secvente reprezentative au fost apoi modelate folosind versiunile instalate
local ale AlphaFold2 (AF2) si OmegaFold (OF); precum si online, utilizdnd AlphaFold3
(AF3) si RoseTTAFold All-Atom (RFAA) prin intermediul serverelor NeuroSnap. in plus,
modelele acestor secvente au fost recuperate din AlphaFold Database (AFDB) pentru
comparatie (Varadi et al., 2024). Avand in vedere ca noile implementari web ale AF3 si
RFAA permit modelarea proteinelor impreuna cu liganzii lor, le-am utilizat pentru a modela
cele 32 de proteine CNL atat in forma libera, cat si in interactiune cu ADP si ATP. Toate
structurile au fost minimizate energetic folosind OpenMM (Eastman et al., 2024). Calitatea
modelelor a fost evaluata folosind MolProbity (Williams et al., 2018). Modelele generate cu
RFAA au avut o calitate foarte slaba, iar incercarile de imbunatatire prin recoacere simulat
nu au avut succes. Totusi, aceste modele au fost stabile si s-au mentinut intr-un bazin

conformational de maximum 2A.

3. ZAR1 - Comparatia dintre modele si structura rezolvata
Deoarece structura proteinei ZAR1 a fost deja rezolvata experimental, aceasta ofera

un punct de referintd valoros pentru a evalua direct acuratetea programelor de modelare
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mentionate anterior. Domeniul CC a fost caracterizat atat in conformatia sa ,,activa”, cat si
in cea ,,inactiva”. Asa cum este prezentat in Figurd 2-2 , cele doud forme prezintd diferente
structurale semnificative. Totusi, predictiile implicite generate de AF2, AF3, RoseTTAFold
All-Atom si OmegaFold tind sa produca modele hibride, care combina elemente din ambele

conformatii, rezultand astfel in structuri implauzibile.

,E-- S— . :

ZAR1 CryoEM ZAR1l AF2DB /’ ZAR1 CryoEM
Inactive Model :: Active
(6)5W) = (6)5T)

’

C—

Figura 2-2. Comparatie intre forma activa §i cea inactiva rezolvate prin cryo-EM si modelul obtinut de pe baza de date
AlphaFold (AFDB)

Model Name CC NBS-Arcl ARC2 LRR
AF2 — Database 14.46 1.86 1.63 1.45
AF2 — Active Control 1.39 0.49 0.42 0.53
AF2 — Inactive Control 18.51 1.86 1.51 0.84
AF2 — Active MSA 1.55 0.59 0.61 0.96
AF2 — Inactive MSA 14.40 1.79 1.53 0.97
AF3 — ADP 14.41 1.80 1.64 1.42
AF3 — ATP 14.39 1.89 1.58 1.33

AF3 —No Ligand 14.45 1.92 1.59 1.51
RFAA — ADP 14.42 2.04 1.64 1.86
RFAA — ATP 14.50 2.05 1.78 2.02
RFAA —No Ligand 14.45 1.92 1.65 1.96
OmegaFold 14.48 1.87 1.33 3.11

Tabel 2-1. RMSD-ul (4) pentru fiecare domeniu, calculat fati de structura rezolvatd a stirii “active”
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Model Name CC NBS-Arcl Arc2 LRR

AF2 — Database 12.42 1.33 0.88 1.34
AF2 — Active Control 19.19 1.89 1.45 0.78
AF2 — Inactive Control 0.80 0.69 0.35 0.47
AF2 — Active MSA 18.48 1.88 1.51 0.90
AF2 — Inactive MSA 12.54 0.86 0.44 0.75
AF3 - ADP 11.99 1.31 0.98 1.22
AF3 - ATP 12.11 1.35 0.87 1.16
AF3 - No Ligand 12.08 1.26 0.93 1.37
RFAA - ADP 12.74 141 1.02 1.77
RFAA - ATP 12.65 1.53 1.04 1.92
RFAA - No Ligand 12.36 1.42 1.11 1.89
OmegaFold 12.99 1.24 0.87 3.04
Tabel 2-2 RMSD-ul (4) pentru fiecare domeniu, calculat fatd de structura rezolvatd a starii “inactive”
Model Name RMSD vs active RMSD vs inactive
AF2 — Database 22.158 6.004
AF2 — Active Control 0.832 23.036
AF2 — Inactive Control 22.612 0.675
AF2 — Active MSA 1.271 22.873
AF2 — Inactive MSA 21.997 5.837
AF3 - ADP 22.119 5.785
AF3 — ATP 22.076 5.879
AF3 — No Ligand 22.191 5.889
RFAA — ADP 22.406 6.756
RFAA — ATP 22.646 6.792
RFAA —No Ligand 22.424 6.027
OmegaFold 22.374 6.442

Tabel 2-3. RMSD global (4) pentru modelele cu cel mai mare scor din fiecare metodd de generare, in raport cu structura
cristalografica activd/inactiva

La compararea valorilor RMSD globale, reiese clar tendinta modelelor Al de a
reprezenta proteinele CNL 1n starea ,,inactiva”, care este mai compactd. Aceastd preferinta
ar putea orienta reteaua neuronald catre forma ce minimizeaza suprafata expusd si este
energetic mai favorabila. In plus, modelele prezinti o tendinti de supracompactare a
structurii, observabila prin legarea mai stransd dintre domenii, conform masuratorilor
realizate cu ajutorul software-ului Prodigy. (Vangone and A. M. Bonvin, 2015; Xue et al.,

2016)

4. Analiza modelelor setului extins de CNL-uri

Celelalte secvente CNL au fost modelate utilizdnd aceeasi procedura descrisa pentru
ZARI mai sus. Avand in vedere ca sistemul are multiple stari posibile, a fost important sa
studiem conformatia generata de fiecare software pentru fiecare secventd. Am mapat pozitia

centrului de masd al domeniilor CC, Arc2 si LRR, precum si a planului format de motiful
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,»VG” (inceputul domeniului NBS), centrele de masa ale domeniilor NBS si Arcl (planul de
origine). Folosind aceastd reprezentare 3D, putem distinge cu succes conformatiile ,,active”

de cele ,,inactive”. Aceasta distributie este prezentatd in Figurda 2-3, pentru un subset de

modele.
EDVID Branch RPS5 Branch
...al ) .
; s .actlve . . %% active
AR -
i “~e . A | . .- A
| ", .
2 — 3 © om—
. ’ " > T ';'_ . gf -‘
‘ e e e ® T
B Pl Pt TR
. . ..-. ;i :’t. . . .
inadtive oy sk 2? inactive
S UNRE :
X |
Y Ay

Figura 2-3. Distributia domeniilor CC (puncte maronii), Arc2 (puncte albastre) si LRR (puncte maronii) in raport cu
aceleasi domenii ale structurilor experimentale (triunghiul, cercul si steaua verde reprezinta CC activ, ARC2 si LRR,
respectiv, triunghiul, cercul si steaua rosie reprezinta CC inactiv, ARC2 si LRR, respectiv).

Asa cum se prezintd, toate modelele de pe ramura ,,EDVID” adopta fie o conformatie
»inactiva”, fie una ,,activa”, cu o tendinta puternicd catre modelul compact ,,inactiv”’. De
asemenea, modelarea in prezenta ATP nu genereaza conformatia ,,activa”, indicand faptul
ca specificitatea ligandului nu este luata in considerare de niciunul dintre AF3 sau RFAA.
In contrast, modelele de pe ramura ,,RPS5” prezinti o distributie foarte diferita si mult mai
dispersata decat ramura ,,EDVID”. O analiza detaliatd a ramurii ,,RPS5” arata cd domeniul
CC nu interactioneazd cu domeniile NBD sau LRR, indicand un mecanism de semnalizare

diferit. Pentru proteinele CNL din alte familii (Solanum tuberosum, Triticum aestivum si

Hordeum vulgare), tendinta pentru forma ,,inactivd” raméane valabila.

5. Corectarea rezultatelor predictiei prin preprocesarea intrarilor in sisteme cu mai
multe stari

Pentru a ghida reteaua catre o conformatie plauzibild si pentru a o indeparta de
structura ,,chimerica” a domeniului CC prezentata mai sus, am imbogatit/restrictionat datele
de intrare din care AlphaFold2 extrage caracteristici. In primul rand, adiugand structuri
recente de proteine Nod-like receptor din PDB si clasificandu-le ca ,,active” sau ,,inactive”,
am reusit si ghidim reteaua citre una dintre aceste conformatii. in al doilea rand, avand in
vedere cd atat domeniile CC, cat si cele LRR au arhitecturi bine definite — desemnari CATH
(Waman et al., 2024) 1.20 Up-Down Bundle si 3.80.10 Leucine-Rich Repeat, respectiv —

baza de date PDB locala a AF2 a fost filtratd pentru a contine doar proteine care contin cel
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putin unul dintre aceste domenii, doar acest set redus fiind utilizat. Mai mult, avand in vedere
cd MSA generat ar trebui sa reflecte caracteristici specifice proteinelor NLR, au fost utilizate
doar secvente NLR ca date de intrare.

In ceea ce priveste secventa ZAR1, modelele generate cu aceste metode de filtrare a
datelor de intrare sunt mult mai apropiate de structurile cristalizate, masurate prin RMSD
(Tabel 2-1 si Tabel 2-2): domeniul CC este modelat conform conformatiei active in ambele
seturi ,,active”, in timp ce forma ,,inactiva” este corect modelata atunci cand nu sunt
alimentate date MSA 1n retea (Control inactiv) — asa cum este vizibil din valorile globale
RMSD (Tabel 2-3). Totusi, toate celelalte domenii au un RMSD mai mic fata de structurile
lor rezolvate experimental decat are orice alt model generat fata de structurile rezolvate.

Setul extins de CNL a beneficiat, de asemenea, de aceasta filtrare a datelor de intrare,

deoarece pentru toate secventele au fost construite modele distincte ,,active” si ,,inactive”.

6. Concluzii

La nivelul domeniilor, structurile pliate ale modulelor NBD-Arcl, Arc2 si LRR, care
apartin topologiilor CATH 3.40.50.300, 1.10.533.10 si 3.80.10, respectiv, au fost prezise cu
o precizie de mai putin de 2 A de toate platformele evaluate. Cu toate acestea, in regiunea
CC, RMSD-ul fatd de structura experimentald este mai mare de 12 A. Analiza solutiilor
furnizate de platformele Al pentru aceasta regiune sugereaza ca acestea combind informatii
structurale din ambele structuri ADP-Inactive si ATP-Active ale ZAR1. La nivel global, s-a
demonstrat ca metodele bazate pe Al favorizeaza starea mai compacta si inactiva. Doar prin
filtrarea selectiva a datelor de intrare cu date structurale specifice, au putut fi generate
modele pentru starea activa a tuturor proteinelor CNL. Este de remarcat faptul ca includerea
(sau excluderea) ligandului nu a favorizat reteaua pentru nicio conformatie, ceea ce indica
faptul ca procesele AF3 si RFAA iau in considerare pozitia ligandului doar dupa modelarea
receptorului inconjurdtor, ignorand astfel orice efect ,,indus fit”. Incorporarea datelor despre
ligand in aceste procese reprezintd un pas important in modelarea proteinelor cu multiple
stari metastabile. Lucrarea descrisa aici contureazd un protocol pentru ghidarea modelarii
rapide bazate pe Al cétre conformatiile dorite, fara costul computational al reantrendrii unei
retele neuronale. Vorbind despre reantrenare, este important de mentionat ca AlphaFold (sau
mai exact DeepMind) nu furnizeaza scripturi de antrenament sau date de antrenament, ceea
ce face imposibild generarea de retele antrenate specific. In acest sens, au existat eforturi
pentru deschiderea acestor tipuri de software, cum ar fi OpenFold (Ahdritz ef al., 2024) care

permite reantrenarea si produce rezultate comparabile cu AlphaFold2.
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In plus, acesta oferd o metodd eficienta din punct de vedere computational de
generare a proteinelor in conformatii multimere (precum conformatia ,,activa” CNL), fara
costul computational al rularii AlphaFold2-Multimer, care pentru modelarea unei structuri

pentamerice ar fi prohibitiv de ridicat.

PARTEA III-A — DINCOLO DE PREDICTIA
STRUCTURALA — ESANTIONAREA
CONFORMATIONALA PRIN SIMULARI
MOLECULARE

CAPITOLUL 3 — ESANTIONARE IMBUNATATITA PRIN
UTILIZAREA ESANTIONARII GIBBS PE GRADELE DE
LIBERTATE INTERNE

1. Materiale si metode

Software-ul descris 1n aceastd parte este Robosample, dezvoltat de Spiridon et al.
(Spiridon et al., 2020). Acesta aplicd algoritmi de dinamica constransa de inalta performanta
pentru simularea sistemelor biologic relevante. Foloseste un amestec de Gibbs sampling
blocat cu HMC — Constrained Dynamics Hamiltonian Monte Carlo (CDHMC) — pentru a
explora eficient spatiul conformational.

Utilizeaza coordonate interne de legaturd/unghi/torsiune (Bond/Angle/Torsion -
BAT) pentru a explora mult mai eficient spatiile conformationale ale sistemelor biologice
complexe decat simuldrile traditionale MD. Articolul original despre Constrained Dynamics
Hamiltonian Monte Carlo (CDHMC) (Spiridon and Minh, 2017) detaliazd modul in care
utilizarea Gibbs sampling Impreuna cu coordonatele BAT permite recuperarea corecta a
distributiei Boltzmann.

in Robosample, atomii sau grupurile de atomi sunt grupate pentru a forma ,,corpuri
rigide”, ceea ce inseamna cd niciuneia dintre coordonatele lor interne nu ii este permis sa
varieze. Corpuri rigide diferite sunt legate intre ele prin diferite articulatii (precum Pin,
Spherical sau Cartesian). In acest fel, un grafic robotic (corpuri rigide si diferite tipuri de
articulatii) este suprapus peste graficul chimic (atomi si legaturi). Prin utilizarea diferitelor
combinatii de definitii ale corpurilor rigide si tipuri de articulatii, se pot explora diferite
subseturi ale spatiului conformational. Prin explorarea impreuna a gradelor de libertate

corelate, se poate obtine o explorare mai eficienta a spatiului conformational.
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MH MH MH MH
AcciRej AcclRej Acc/Rej Acc/Rej

World 1 l Waorld 2 l World N World 1 l World 2 l World N
Flexible MD >| Torsional MD> Spherical MD Flexitle MD >| Torsional MD> Spherical MD

Figurd 3-1. Reprezentare schematica a unei simuldri Robosample. Formata din M runde, fiecare cu N lumi.

Pentru a evalua eficienta Robosample, am realizat simulari pe doud sisteme
moleculare: dipeptidul de alanind si un model mai complex care include primul polizaharid
al proteinei E2 din virusul hepatitei C (E2N1). In acest model, polizaharidul este atasat unui
peptid derivat din E2 [-12 + 6] la locul ASN17. Se crede ca acest polizaharid joaca un rol in
protejarea virusului de sistemul imunitar al gazdei prin intarzierea sau reducerea
recunoasterii de catre anticorpii anti-E2 (Prentoe et al., 2019).

Sistemul dipeptidului de alanind a fost simulat in mai multe combinatii de blocuri Gibbs:
e Toate legaturile rotabile au fost facute flexibile, cu articulatii Pin (TD), Cyllinder

(CYL) sau Ball — ,,Toate Flexibile”

e Doar legdturile N-Ca si Ca-C au fost facute flexibile, cu articulatii Pin (TD),

Cyllinder (CYL) sau Ball — ,,Dinamicd Ramachandran”

Pentru a asigura ergodicitatea, cele sase lumi de mai sus au fost simulate impreuna

cu o lume cartesiana.

2. Rezultae si discutii — Dipeptida de alanina

In ciuda dimensiunii sale mici comparativ cu alte biomolecule, dipeptidul de alanina
(N-acetilalanind-N-metilamida) are o suprafatd a energiei potentiale (PES) extrem de
complexad, facandu-l un sistem dificil pentru tehnicile de esantionare moleculard. Maparea
spatiului sau de configuratie pe unghiurile dihedrale ¢ si y ajutd la pastrarea maximelor si
minimelor cheie ale PES-ului, reducand in acelasi timp complexitatea. Drept urmare,
potentialul fortei medii in domeniul @/y este utilizat frecvent pentru a evalua acuratetea si
eficienta metodelor de esantionare(Montgomery Pettitt and Karplus, 1985). Toate simularile

au reusit sa recupereze suprafata energiei libere a sistemului ALA2.
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Figura 3-2 Suprafete de energie liberd ale ALA2, recuperate folosind patru tipuri de simulari:: A — Complet Flexibila, B -
Mixed-RamaTD, C - Mixed-RamaBall, D- Mixed-RamaCYL

Faptul ca suprafetele energiei libere sunt consistente intre ele aratd ca simularile
CDHMC pot recupera suprafetele energiei libere folosind articulatii Pin, cilindrice sau
sferice, indiferent de dimensiunea corpurilor.

Timpurile medii de trecere a primelor treceri intre bazinele de energie libera ofera o
imagine asupra eficientei relative a simularilor realizate. Dupa cum se poate observa in Tabel
3-1, simularea complet flexibila are cele mai lente tranzitii generale. Simularile ,,All-Bonds”
esantioneaza mai bine decat cea complet flexibila, regimul TD avand cele mai bune rezultate.

Dinamicile Ramachandran depasesc dinamicile all-bonds.
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From\To C5 PPII CTeq oL

Complet Flexibila
Cs 32+0.2 9.1+£0.5 143+1.7 5380.0 +£285.0
PPII 9.6+0.9 57+04 109+1.8 5380.0 +285.0
CTeq 16.5+1.1 12.6 £ 0.6 2.8+£0.2 5370.0 £ 285.0
oL 502.0+195.0 499.0+194.0  491.0+194.0 141+44
Mixed-RamaTD
Cs 1.8 £0.03 4.0+0.1 2.8+£0.1 631.0+£92.2
PPII 2.5+0.1 32+0.1 2.6 £0.1 631.0+£92.2
CTeq 32+0.2 4.7+0.2 1.5+0.02 630.0+92.2
oL 509+1.1 524+1.2 494 +1.1 83+1.3
Mixed-RamaCYL
Cs 2.3+0.03 52+0.1 3.5+0.02 615.0+33.6
PPII 32+0.1 4.1+0.1 3.3 +£0.005 615.0+334
CTeq 4.1+0.1 59+0.1 1.9+0.01 614.0 £33.6
oL 46.4+4.5 48.4+4.6 447+ 4.7 120+1.4
Mixed-RamaBall
Cs 24+0.01 52+0.01 3.1+£0.1 518.0+ 18.6
PPII 3.1+0.01 4.1 +£0.04 3.0+0.1 518.0+18.5
CTeq 3.7+ 0.01 5.6 £0.02 1.9+£0.02 518.0+ 18.4
oL 370+ 1.4 39.1+1.5 358+1.6 128+ 1.0

Tabel 3-1 Timpurile medii de trecere ale primei treceri (Mean First Passage Time - MFPT) ale simularilor complet flexibile
si Ramachandran, exprimate in pagsi de dinamica moleculard. Notd: in lucrarea originald, acestea au fost impartite la 200
pentru a fi comparabile cu lucrarea care descrie initial metoda CDHMC..

3. Rezultae si discutii — Glycoproteina E2N1

Figura 3-3 aratd ca, In aceeasi perioadd de timp, valoarea medie si fluctuatiile RMSD
sunt mult mai mari pentru simularile CDHMC decét pentru simuldrile HMC complet
flexibile. O suprapunere a unui subset de cadre evidentiaza o diferentd mai clara intre cele

doua metode. (Figura 3-4).
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Figura 3-3 RMSD obtinuta din simulari de tip MD (sus) si de tip HMC (jos)

A

Figura 3-4 Cadre suprapuse din simulari de MD (4) si HMC (B). Pentru claritate, au fost incluse doar structurile
polizaharidei, iar polipeptidul a fost pastrat din primul cadru.

4. Concluzii

Rezultatele prezentate in aceastd lucrare sugereaza cd Robosample ofera un cadru
robust pentru realizarea simuldrilor moleculare constranse, asigurdndu-se in acelasi timp
ergodicitatea prin esantionare Gibbs. Dincolo de mobilitatile traditionale de rotatie si
unghi/torsiune utilizate frecvent in simularile constranse (Vaidehi and Jain, 2015), ,
Robosample extinde tipurile de articulatii utilizabile prin incorporarea unor tipuri
suplimentare de mobilitate roboticd, folosind articulatiile mecanice disponibile In Simbody.
Acest lucru permite explorarea unor cuplaje arbitrare ale gradelor de libertate, inclusiv
interactiuni slabe de legaturi/torsiune intalnite in articulatiile cilindrice.

S-a demonstrat ca, prin optimizarea parametrilor si utilizarea diferitelor tipuri de
articulatii, software-ul poate reproduce suprafata de energie liberd a ALA2 intr-un mod mai
eficient decat este posibil prin simuliri MD clasice. In plus, dinamica Ramachandran
utilizand articulatii sferice, care nu au fost utilizate in alte software-uri MD cu DoF interne,
are cel mai scurt MFPT pentru tranzitia cea mai rara.

Folosind un sistem real (glicoproteina E2N1), am demonstrat ca explorarea spatiului
conformational al structurilor foarte flexibile poate fi mai eficientd daca se utilizeaza
Robosample. Faptul cd utilizarea alternativd a constrangerilor accelereaza explorarea
spatiului sugereazad ca existd, in teorie, o combinatie optimad de blocuri Gibbs care poate
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explora orice spatiu mai rapid decat MD simplu. In prezent, explorim utilizarea Replica
Exchange in tandem cu algoritmul HMC, pentru a depasi barierele de energie potential mai

mari.

PARTEA IV-A — APLICAREA MODELARII SI
SIMULARII PENTRU STUDIEREA
INTERACTIUNILOR MOLECULARE COMPLEXE

CAPITOLUL 4 - MODELAREA COMPLEXARII RECEPTORULUI
TROMBOPOIETINEI DE CATRE CALRETICULINA MUTANTA

1. Introducere

In capitolul actual, am folosit o strategie integrativi pentru a descompune
mecanismul molecular prin care mutantele calreticulin del52/ins5 (mCALR) se leaga in mod
specific si persistent de TpoR si pentru a face lumind asupra modului in care aceastd
interactiune determina dimerizarea si activarea TpoR. Intelegerea modului in care mutatiile
de tip frameshift Intr-un chaperon cheie duc la noi capabilitati de legare este esentiala atat
dintr-o perspectiva conceptuald, cat si pentru dezvoltarea terapeutica. Pentru a dezvalui baza
moleculara a formarii unui complex permanent TpoR-mCALR, proceddm la modelarea
precisda a celor doud componente, in incercarea de a localiza posibile puncte de interes

responsabile pentru interactiunea lor, asa cum este prezentat mai jos.

2. Modelarea prin omologie a TpoR

In prima etapa, secventa TpoR a fost analizati pentru a genera multiple profile ale
structurii secundare, profile de accesibilitate la solvent si profile de dezordine intrinseca.
Aceste profile au fost utilizate pentru a rafina alinierea intre secventa tintd si modelele
folosite.

Urmatoarea etapa a constat in cautarea structurilor omoloage care sa fie utilizate n
modelarea prin omologie. Astfel, secventa TpoR a fost supusd unor cautari prin threading
molecular, utilizand PHYRE2 (Kelley et al., 2016). Primul rezultat (cod RCSB: 1ERN
(Livnah et al., 1999)) is a crystal of the Erythropoietin Receptor (EpoR). este un cristal al
Receptorului Eritropoietinei (EpoR). Au fost adunate 20 de structuri EpoR din baza de date
RCSB, iar structura 1CN4 (Syed et al., 1998) a fost aleasa pentru a fi utilizatd ca template
pentru modulului de receptie al citokinelor (CRM) distal al membranei. Aceasta prezenta
aproximativ 25% identitate cu secventa TpoR. Chiar dacd secventa tintd poate fi modelata

prin omologie folosind EpoR, aceasta prezenta o insertie mare de 65 de aminoacizi in al
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doilea sau domeniu, pentru care nu au fost gasite structuri omoloage. Interesant este ca
modelele automate generate cu platforma de ultima ora AlphaFold2 erau nerealiste. Solutia
propusd pentru aceasta insertie de 65aa era un coil random, deplasandu-se separat de corpul
principal pliat al TpoR, fiind complet accesibil solventului, in ciuda predictiilor sale de

structura secundara si accesibilitate.

AlphaFold2 Model  Heuristic Model

Figura 4-1 Comparatia dintre modelul AlphaFold2 si modelul nostru euristic. Partea violet reprezinta insertia de 65 de
aminoacizi. Glicanii sunt reprezentati cu o reprezentare de tip “sticks”.

Prin urmare, pentru a modela mai realist aceastd insertie, au fost efectuate cautari
pentru arhitecturi moleculare mai adecvate. Structura de referintd, EpoR, prezintd o
arhitecturad tip B-sandwich, in care una dintre fete are 3 structuri extinse, iar cealalta are 4 (-
sandwich 3/4). Aceasta arhitectura face parte din superfamilia CATH 2.60.40.10, care
include si arhitecturi B-sandwich 4/5. Presupunerea ca TpoR adopta o astfel de arhitectura a
pornit de la observatia ca 2 structuri extinse au fost prezise in insertia mare a secventei TpoR.
Astfel, a fost propusa o arhitectura B-sandwich 4/5 pentru TpoR. Grupul imunoglobulinic al
superfamiliei 2.60.40.10 este cunoscut pentru adoptarea acestei arhitecturi, cu aceeasi
topologie ca cea propusd. Reprezentantul CATH pentru grupul imunoglobulinic este
anticorpul 2E8 pentru receptorul LDL, cu codul RCSB: 12E8. (Trakhanov et al., 1999).

CRM-ul membranei-proximal al domeniului extra-celular (ECD) TpoR a fost
modelat folosind software-ul AlphaFold2, care a fost rulat pe clusterul nostru local de calcul.
Modelul generat a fost atasat la modelul CRM 1, utilizind MODELLER v.9.12 (Webb and
Sali, 2018). Au fost adaugate 4 legaturi disulfidice de cisteind pe baza distantei dintre
reziduurile de cisteind adiacente.

Domeniul transmembranar (TMD) a fost modelat pe baza lantului E al structurii
cristaline cu ID-ul PDB: 6S1K (Cassidy et al., 2020). Aceasta structura cristalind a fost gasita

utilizand BLAST pe secventa TMD-ului TpoR. Acest lucru a fost realizat pentru a genera o
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structura helicoidala realistd. TMD-ul a fost atasat la ECD folosind MODELLER. Unghiul
de inclinatie al TMD-ului, relativ la membrana ipotetica pe care trebuie sa o traverseze, a
fost ales pentru a fi consistent cu datele experimentale furnizate (adica distanta dintre
reziduurile adiacente L508 ar trebui si fie de cel mult 6A) si pentru a forma un dimer in
forma de cruce similar cu cel gasit de (Defour et al., 2013).

Monomerii CALR del52/ins5 au fost generati utilizind AlphaFold2, iar dimerul
CALR a fost generat folosind RosettaDock (Lyskov and Gray, 2008).

3. Evaluarea interactiunii CRM1 a TpoR cu calreticulina mutanta

Analiza secventei TpoR D1D2 arati un exces de incircituri negative. In schimb, C-
terminalul CALR del52 este puternic pozitiv. Astfel, am formulat o ipoteza conform careia
interactiunea detectata intre CALR si TpoR ar putea fi de natura electrostatica.

Prin intermediul unui flux de lucru extins care a implicat multiple ruldri de docking
molecular, dinamica moleculara si simuldri de reciere simulatd (simulated annealing), au
fost determinate 3 pozitii de legare pentru dimerul TpoR/mCALR C-terminal. Prin utilizarea
Prodigy (Vangone and A. M. J. J. Bonvin, 2015; Xue et al., 2016) si MM-GBSA (Kollman
et al.,2000), acestea au fost clasificate, iar cea mai bine clasata a fost utilizata pentru a genera
modelul complet de tetramer, care a fost ulterior integrat intr-o membrand de POPC si

complet hidratat.

S

Figura 4-2 Sistem TpoR — mCALR complet hidratat, compus din aproximativ 1,5 milioane de atomi.

Mutantul ins5 al CALR a fost generat folosind aceeasi procedura.
Stabilitatea sistemului a fost verificatd prin rularea unei simulari de MD, timp de 100 de
nanosecunde. Numarul de puncte de contact dintre glicanii de pe suprafata TpoR si CALR a

fost conservat.
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4. Concluzii

Lucrarea prezentatd ofera perspective mecanistice asupra recunoasterii i activarii
ulterioare a receptorului pentru trombopoietinda (TpoR) de catre mutantele patogene ale
calreticulinei, declansand neoplasme mieloproliferative. Modelul structural pe care l-am
creat aratd ca legarea se realizeaza pe doud zone distincte: o legare fiziologica a CALR/N-
glicanului, care nu este specifica perechii TpoR/CALR, si o interactiune electrostatica, mult
mai stabila, care duce la patologii sanguine. Modul de activare pe care il propunem poate fi
folosit 1n studii suplimentare pentru dezvoltarea de terapii tintite, care ar putea vizat, de
exemplu, N-terminalul moleculei CALR.

Metoda pe care am folosit-o pentru descoperirea conformatiei complexului
TpoR/CALR del52 evidentiazd un efect interesant de tip ,,anaconda” al moleculei CALR.
C-terminalul, fiind Incarcat pozitiv, executa o miscare asemanatoare unei alunecdri in jurul
CRM-ului distale de membrana al TpoR, pana cand se ,,blocheaza” pe una dintre cele doua
zone acide. Este tentant sd presupunem ca acest tip de legare nu este unic pentru aceasta
pereche de proteine si ar putea fi folosit ca o ipotezd de plecare atunci cand studiem alte
interactiuni proteica/proteica cu semnificatie biologica.

Ca observatie finald, am dori sd mentiondm ca o structurad experimentald de cryo-EM
a TpoR, publicatd la cateva luni dupd publicarea modelului nostru tetrameric 2x(TpoR-
mCALR) (Tsutsumi ef al., 2023b) a confirmat structura TpoR prezisa inclusd in modelul
nostru mai complex de glicoproteina heteromoleculara globala, asa cum se poate observa in
Figura 4-3. Mai mult, din structura cryo-EM lipseste structura glicanilor care este inclusa in
model. Chiar mai important — nucleul proteic al TpoR din modelul nostru euristic se
potriveste mai bine cu structura cryo-EM decat solutia structurald automata a TpoR propusa

in acel moment de AlphaFold2, asa cum am discutat anterior (Figurd 4-1).

Figura 4-3 Alinierea structurii intre modelul generat (verde si galben) si structura rezolvata (magenta — RCSB Code:
8G04) a ECD-ului TpoR..
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CAPITOLUL 5 - OXIDAREA EPITOPULUI TIROZINAZEI SI
EFECTUL ACESTEIA ASUPRA REACTIVITATII CELULELOR T iN
MELANOM

1. Introducere

Proceduri complexe de bioinformatica si biocomputare pot fi, de asemenea, utilizate
in eforturi legate de o intelegere profundd a interactiunilor proteind-ligand atunci cand
liganzii sunt peptide flexibile complexe.

Acest capitol prezintd efortul nostru de a dezvalui mecanismele moleculare care duc
la cresterea energiei libere de legare a complexului ternar de imunitate HLA-YMD-TCR
dupa oxidarea YMD - unde YMD este peptida 369-YMDGTMSQV-377 derivatd din
tirosinaza. Aceasta prezentare este precedatad de o scurtd introducere privind cele trei obiecte
moleculare si contextual biologic al acestui studiu.

Proteinele HLA, MHC I sunt heterodimere, compuse din doua lanturi proteice, o si
B-microglobulind. Lantul a este format din trei module, fiecare avand un rol distinct in
interactiunea sa cu receptori speciali aflati pe suprafata celulelor T. Lantul o3 este singurul
lant transmembranar din structura MHC 1 si este, de asemenea, responsabil pentru legdtura
non-covalenta cu lantul f-microglobulina. In plus, regiunea a3 interactioneaza cu receptorul
CDS8 gasit pe suprafata celulelor T. Aceasta interactiune blocheaza temporar complexul
MHC in timp ce celula T verifica antigenicitatea peptidei legate in groapa care se deschide
intre domeniile al si a2 (Hewitt, 2003).

Receptorul T-cell (TCR) este un heterodimer compus din doua lanturi, a si . In cazuri
foarte rare, acesta poate consta din lanturile y si 8 in loc de a si B. Fiecare dintre lanturile o
si B are doud regiuni distincte:

e O regiune constantd, situatd mai aproape de membrana celulei T (dar inca

extracelulard)

e O regiune variabild, care contine trei segmente hiper-variabile ce determina

complementaritatea peptidei (CDR) si sunt responsabile pentru legarea peptidei

antigenice.

2. Metode — Modelarea complexului ternar, generarea de parametrii pentru YM2M6D,
HREX
In linii mari, munca computational a fost realizati in trei etape:
* Modelarea sistemului binar HLA-A02:01/YMD, atét in forma nativa (WT), cat si in
forma M2SOM6SO
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* Modelarea sistemului ternar HLA-A02:01/YMD/TCR, in ambele forme

* Calcularea energiei de legare libera a peptidei YMD la complexul ternar

Pentru complexul HLA/YMD, procesul de selectie a identificat YLSPIASPL (Y9L) si
MLIYSMWGK (A14) ca cele mai bune structure de referinta:

* YOL (PDB: 5F9J) este legat in mod natural de HLA-A02:01, ceea ce il face un candidat
puternic pentru haplotipul experimental. In plus, se aliniazd bine cu profilele de
hidrofobicitate si volumetric ale YMD si prezintd o tirozina pe pozitia 1, care formeaza o
interactiune de tip stacking cu HLA, la fel ca YMD

* A14 (PDB: 4N8V) provine din proteina membranara a virionului A14 si a fost ales
datoritd prezentei metioninei pe pozitia 6, care reflecta YMD. Cu toate acestea, aceasta
structura este asociata cu HLA-A11, care difera de haplotipul experimental.

Ambele sabloane contin reziduuri hidrofobice pe pozitiile 2 si 6, care sunt implicate in
oxidare si interactioneaza cu HLA. Totusi, aranjamentele lor spatiale in cadrul spatiului de
legare HLA sunt distincte:

« In Y9L, lantul lateral de pe pozitia 6 se indreapta direct citre situsul de legare al

HLA.

« In A14, lantul lateral de pe pozitia 6 este orientat paralel cu suprafata.

Aceste diferente oferd o oportunitate de a evalua modul in care configuratiile initiale de
legare influenteaza estimarile energiei libere.

Avand in vedere cd din toate formele posibile oxidate ale peptidei YMD, a fost
demonstrat prin experimente HPLC ca M2SOM6SO este forma predominantd, au fost
construite patru modele ale complexului binar:

o HLA/YMD nativ cu M6 indreptandu-se cétre situsul HLA/spre solvent

o HLA/YMD oxidat, cu M6 indreptandu-se catre situsul HLA/spre solvent

3. Modelarea complexului ternar HLA/YMD/TCR

Construirea modelelor complexe ternare HLA-YMD-TCR a fost realizata in doud etape

secventiale:

e Asamblarea TCR: Modele care incorporeaza buclele CDR ale clonelor specifice
pacientului 3 (TCRc3) au fost generate utilizdnd o abordare comund bazatd pe
fragmente de modelare prin omologie

e Docking: Modelul TCRc3 a fost adaugat (docked) la cele patru complexe binare HP

create in faza initiala.
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Pentru a construi modelul TCRc3, baza de date HP/HPT-DB a fost scanatd pentru a
identifica candidati structurati similar, corespunzatori regiunilor CDR specifice clonelor
pacientului. Analiza secventei a aratat ca diferitele bucle CDR si regiunile constante au avut
potriviri diferite In ceea ce priveste omologia secventei. Drept urmare, a fost implementata
o strategie comund de modelare prin omologie bazata pe fragmente, urmand metodologii
descrise anterior (Slootweg et al., 2013; Rajaraman et al., 2016).

Patru structuri de referintd (ID-uri PDB: SHHM, 3PWP, 2PYE si 2BNQ) au fost
selectate:

o 5HHM si 3PWP au fost utilizate pentru a construi cadrele conservate ale lanturilor o

si B3, respectiv.

e 2PYE si 2BNQ u servit drept sabloane pentru asamblarea buclelor CDR ale TCRc3

Toate modelele HLA-A*02:01 si TCRc3 au fost generate folosind MODELLER
v9.21. Pe scurt, buclele variabile care leaga regiunile conservate ale secventei (SCRs) au fost
optimizate iterativ prin protocolul de rafinare a buclelor al MODELLER. Regiunile variabile
ale secventei au fost supuse unui proces repetat de annealing simulativ si minimizare a
energiei, iar modelele finale au fost validate utilizdnd serverul MolProbity, obtinand scoruri

de 0,59 pentru HLA si 1,00 pentru TCR, confirmand calitatea lor structurala.

=Y SEEND

Figura 5-1 Modelele HLA/YMD/TCR generate, cu M6 indreptate spre TCR (configuratia 1); A — Stare nativda; B — Stare
mutantd

4. Calculul energiei libere de legare

In aceasta faza, estimarile energiei libere de legare absolute au fost obtinute folosind
Hamiltonian Replica Exchange (HRE), unde stérile termodinamice au fost progresiv scalate
intre o stare complet cuplata si o stare complet decuplata a ligandului. Acest proces implica
o transformare alchemicald, in care interactiunile exercitate de HLA si TCR asupra YMD
sunt slabite treptat pand cdnd sunt complet eliminate. Cele doud modele de complex

HLA/YMD/TCR (cu YMD nativ si YMD oxidat) au fost supuse unui total de 472,5 ns de
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simulare, pe parcursul a 135 de replici. O schimbare de replici urma sa fie incercata la fiecare
103 ns. Traiectoriile complet cuplate au fost ulterior folosite pentru analiza structurald
diferentiald, inclusiv analiza stabilitatii, analiza numarului de clustere si analiza

Calculul energiei libere de legare a fost realizat utilizand YANK (Wang et al., 2013),
utilizdnd Hamiltonian Replica Exchange (HRE) pentru un esantionaj imbunatatit. Multistate
Bennett Acceptance Ratio (MBAR), implementat prin pachetul PyMBAR a fost utilizat
pentru a calcula energiile libere de legare. Numarul de replici si parametrii lor de scalare au
fost determinati automat folosind modulul inovator YANK. Peptida a fost pastratd in
interiorul site-ului de legare adaugand restrictii armonice, care apareau inainte ca parametrii
nonbonditi sd dispara.

Diferentele de energie libera de legare (44G) au fost estimate folosind un ciclu

termodinamic care implica energiile libere de legare ale ambelor forme. Diferenta de
energie de pe sageata din dreapta reprezinta diferenta in energia de legare data de oxidarea

reziduurilor de metionind

AGnalwe binding
HLA-TCR + YMDy IS HLA-TCR-YMDy
AAGuzgoMEgo N AAGH _ m2goMEsg
ﬂGmumnt binding

HLA-TCR + YMDuzgomogg ‘ HLA-TCR-YMDuzgomasg
Figura 5-2 Ciclu termodinamic care std la baza calculului efectului oxidarii peptidei.

Rezultatele MBAR sunt prezentate in Tabel 5-1

AGN 1 AG M250M6so 1 AGN | AG M250M6so |
-43.070 +/- 1.085 -43.277 +/- 0.595 —17.097 £ 0.669 -21.05 £ 0.557
AAGY A4G,
~0.0 KCAL/MOL ~—4.0 kcal/mol

Tabel 5-1 Energii libere de legare absolute ale celor patru sisteme descrise.

Analiza Tabel 5-1 releva faptul ca doar diferenta de energie libera de legare in configuratia
»down” (]) (44G |) este semnificativa din punct de vedere statistic. Acest lucru sugereaza
ca deplasarea observata experimental a echilibrului catre forma oxidata in complexul ternar
este in principal determinatd de configuratia YMD|. Avand in vedere ca oxidarea la M6
(M6so) se asteapta sa influenteze direct legarea de TCR, este oarecum neasteptat ca afinitatea

crescuta pentru forma oxidata sd fie atribuitd in principal configuratiei ,,down” (), mai
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degrabd decat interactiunii directe cu TCR. Totusi, variatiile energiei libere de legare provin
din echilibre termodinamice complexe, care includ atat contributii entalpice, cat si entropice,
ce rezulta dintr-o gama larga de interactiuni moleculare dinamice la temperatura camerei.

Prin analiza replicii ,,complet cuplate”, s-a constatat ca forma mutanta a peptidei a crescut
stabilitatea locald a buzunarului de legare. In primul rand, stabilitatea moleculelor de api a
crescut in forma mutantd, asa cum a fost masurata prin timpul de rezidenta al apei si numarul

mediu de molecule de apa din site pentru cele doua sisteme.

N | M2s0M6so |
Average 11.5 15.4
St. Dev 5.8 5.1

Tabel 5-2 Numarul mediuy de molecule de apa din situs, pentru fiecare forma a complexului
In al doilea rand, RMSF (fluctuatiile medii ale distantelor la fiecare pas de simulare) ale
peptidei YMD si ale buclelor CDR ale TCR sunt mai mici in forma mutata:

CDR Region RMSF

& Native L @=Mutant ] o Native L e

Figura 5-3 RMSF al peptidei YMD si ale buclelor CDR din TCR pentru complexele nativ si mutant. Linia verticald
separa cele doud regiuni CDR.

5. Concluzii

In lucrarea descrisa in capitolul curent, am generat mai multe modele ale complexului
binar HLA: A0201/YMD si capacitatea acestora de a se lega la o clond specifica a unui
receptor de celule T. Nu numai ca rezultatele noastre computationale au fost de acord cu
constatdrile experimentale (descrise mai detaliat in lucrare), dar prin modelele noastre am
putut sd adaugam informatii asupra contributiei fragmentului sulfoxid.

Este important de mentionat ca un numar mare de aproximari au fost facute in timpul
construirii modelului. In primul rand, faptul ca obiectul molecular prezentat consti din mai
multe molecule care au fost construite prin modelare prin omologie, nepreluate din nicio
structura cristalina, adauga un grad de incertitudine. Acest lucru este exacerbat de faptul ca
buclele CDR sunt foarte variabile si sunt, de asemenea, direct implicate in legare. Mai mult,
proteina CDS, care este implicata in stabilizarea complexului ternar, nu a fost inclusa in

model, avand in vedere lipsa de informatii structurale privind orientarea relativa a acesteia.
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In concluzie, datele computationale sugereaza cd oxidarea creste legarea printr-o

crestere a ordinii locale a interfetei, mai degraba decat printr-o interactiune directa cu TCR.

CAPITOLUL 6 — INTERACTIUNEA CANALULUI VOLTAJ-
DEPENDENT NAV1.5 CU CENOBAMATUL

1. Introducere
Lucrarea de fata prezinta o combinatie de tehnici de modelare moleculara si simulare pentru
a investiga efectul pe care opt mutatii punctuale ale canalului NaV1.5 il au asupra
interactiunii sale cu cenobamatul, un nou medicament antiepileptic, mutatii cunoscute pentru
a produce distorsiuni QT. Mai precis, descrie modelarea domeniilor NaV1.5 a, precum si
opt mutatii punctuale semnificative, modelarea precisd a mediului si echilibrarea acestuia
prin simuldri MD din ce 1n ce mai flexibile. Apoi descrie metoda prin care am folosit MD si
MM-PBSA pentru a evalua daca mutatiile descrise pot afecta legarea cenobamatului.
Din punct de vedere structural, canalele Na+ dependente de tensiune (Nav) constau
din patru domenii o omoloage care formeaza pori, fiecare constand din sase elice
transmembranare. Intre al 3-lea si al 4-lea domeniu o existd o bucla intracelulara scurta, care
ca o poartd de inactivare, blocand porul din interior in timpul depolarizarii sustinute a

membraneli.

2. Generarea modelului

Modelul pentru forma de tip nativ a Na(v)1.5 a fost generat folosind AlphaFold2.
Proteina a fost incorporata in membrana DPPC folosind PACKMOL-Memgen (Schott-
Verdugo and Gohlke, 2019). A fost utilizata apa explicita de tip TIP3P cu o térie ionica de
150 mM (compusa din Na+ si Cl-). A fost generat o membrana lipidica de aproximativ 200
A x200 A, cu un tampon de apa de 17,5A deasupra si sub proteind, pentru a asigura o celuld
adecvatd in care domeniul citosolic nu ar comunica cu domeniul extracelular peste granita
periodica.

Formele mutante ale proteinelor au fost generate dupad echilibrarea formei de tip
nativ. Ligandul cenobamat a fost parametrizat folosind GAFF2.

Docking-ul moleculei de cenobamat la diferiti mutanti a fost realizata folosind
Autodock Vina 1.2.5 (Trott and Olson, 2009)

Minimizarea globala initiald a fost efectuata folosind OpenMM. Toate simuldrile
moleculare au fost efectuate folosind NAMD3 (Phillips ef al., 2020). Fiecare dintre cele 9

forme ale complexelor receptor-ligand Na(v)-1,5 a fost supusa la 100ns de simulare MD.
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Avand in vedere dimensiunea sistemului, a fost utilizat un interval de timp de 2fs si s-a
aplicat SHAKE pe legaturile de hidrogen.

Pentru a calcula energia libera de legare, au fost efectuate calcule MM-PBSA.
Parametrii de calcul au fost derivati din cazuri de utilizare similare 1n alte lucrari publicate

(Wang et al., 2022). Au fost folosite 100 de cadre din fiecare simulare.

3. Rezultate — Modelare si simulare

Domeniul a al NaV1.5 uman a fost modelat cu succes folosind AlphaFold2. Modelul
a fost incorporat intr-un plasture de 200Ax200A de DPPC, sistemul rezultat a fost solvatat
intr-o cutie de apa explicitd, cu un tampon de 17,5A deasupra si sub proteina. Ioni Na+/Cl-
au fost adaugati pentru a neutraliza sistemul si pana la o concentratie de 0,15 M. Cei 8
mutanti au fost generati dupa minimizarea si echilibrarea formei de tip nativ. Dupa generare,
mutantii au fost minimizati pentru a se asigura ca nu vor fi prezente ciocniri dupa ce mutatiile

au fost facute.

Figura 6-1 NaV1.5 (reprezentare tip cartoon) incorporat in membrana lipidica (reprezentare folosind linii). Apa si ionii
au fost omigsi pentru claritate

Pe parcursul simularilor explicite de solventi de 100 ns, cele 9 modele de NaV1.5 nu
au suferit modificari conformationale majore, masurate de RMSD.

Analiza RMSD a moleculei de cenobamat, atasatd la diferitele forme ale proteinei
NaV1.5, aratd cd numai mutatia N1463K, in timpul perioadei de echilibrare, permite
ligandului sa fie mai flexibil, toate celelalte mutatii 1l fac mai rigid decat forma wildtype.
Legarea mai stransa prezentatd cu formele mutante ar putea indica faptul ca existd influente

entalpice care conduc la valorile K; estimate mai mici (Tabel 6-1).
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4. Rezultate — Calculul de energie libera de legare

Efectul mutatiilor punctuale asupra legarii cenobamatului de NaV1.5 a fost estimat
atat prin andocare moleculara, cat si prin MM-PBSA. Dupa cum este prezentat in Tabel 6-1,
experimentele de docking sugereaza ca N927S, N1463K, N1463Y si M1766R leaga
cenobamatul mai puternic decat varianta wildtype. Cu toate acestea, calculele MM-PBSA
prezic ca toti mutantii leaga molecula de cenobamat mai puternic decat varianta wildtype,

mutantul N932S fiind cel mai bun candidat pentru legare.

SCOR MEDIU DE LA AGLEGARE
VARIANTA DOCKING MM-PBSA
(KCAL/MOL) (KCAL/MOL)
WILDTYPE -5.50 -9.0828+/-3.0573
N927S -5.62 -11.6598+/-2.3896
N932K -5.00 _11.6168+/-2.6316
N932S -5.03 ~14.394+/-2.0402
L935V -4.83 “11.3162+/-2.7667
S1458Y -5.11 ~11.8996+/-2.2859
N1463K -6.20 _11.8148+/-2.1851
N1463Y -6.01 -11.0899+/-1.7401
M1766R -6.03 -10.1092+/-2.0133

Tabel 6-1 Afinitatea de legare estimata a cenobamatului la diferite forme de NaV1.5 uman

5. Concluzii

Cenobamatul, un nou medicament anti-epileptic, prezintd efecte de legare asupra
canalului NaV1.5 la concentratii relevante clinic. Lucrarea prezentatd arata ca compusul se
leaga in cavitatea centrala a NaV1.5 wildtype si mai puternic la variantele mutante selectate.
Ca atare, mutatiile In canalul cardiac NaV1.5 trebuie luate in considerare atunci cand se
prescrie cenobamat, deoarece mutatiile in canalul mentionat ar putea duce la aritmii

ventriculare potential fatale.

Concluzii generale

Prezenta teza descrie munca intreprinsa in timpul pregatirii mele de doctorat in cadrul
Departamentului de Bioinformaticd si Biochimie Structurald a Dr. Petrescu de la IBAR.
Aceasta a fost o perioada interesantd care a concurat cu progresul uluitor in bioinformatica
si biocomputing. Acest lucru mi-a permis sa inteleg tehnicile de ultimd generatie in
modelarea si simularea moleculara si sa le folosesc pentru a obtine o perspectiva aprofundata
asupra comportamentului mai multor sisteme biomoleculare complexe relevante in medicina
moleculara.

Prima parte a muncii mele este dedicatd explorarii capacitdtilor si limitelor noii

generatii de platforme de predictie a structurii conduse de DL in modelarea sistemelor de
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proteine mai complexe cu mai multe stari si mai multe domenii - luand ca studiu de caz o
familie de receptori CNL NOD-Like de la Arabidopsis thaliana asupra careia departamentul
nostru are expertiza structurald semnificativa si rezultate in ultimul deceniu. Rezultatele
noastre indica faptul ca, in timp ce astfel de platforme de modelare automata arata o precizie
ridicatd in prezicerea structurii modulelor de secventd care se pliazd in topologii bine-
cunoscute si validate, ele nu prevad configuratia regiunilor cu arhitectura tip ,,Coiled-Coil”,
a omologilor la distanta si a regiunilor lipsite de sabloane - tehnicile euristice manuale mai
flexibile depasesc modelarea automata.

Am dezvoltat fluxuri de lucru de filtrare a informatiilor AlphaFold2 menite sa
conduca procesul de modelare catre configuratii specifice in instante cu mai multe stari.
Acest lucru dezvéluie doud cai majore de cercetare, in adaptarea datelor de intrare (secvente
si structuri) bazat pe familia din care apartin proteinele de interes si in utilizarea sabloanelor
structurale multimer pentru a genera structuri monomerice cu conformatie multimer, care
este mult mai putin consumatoare de timp si consumatoare de resurse.

Ambele cdi descrise vor fi explorate in continuare dupa sustinerea tezei mele, mai ales
prin scrierea flux complet de lucru care eficientizeaza selectia secventelor si structurilor.
Dincolo de modelare, care returneaza structuri unice ,,inghetate”, a doua parte a acestei teze
prezintd contributiile mele la dezvoltarea Robosample — o platforma de simulare extrem de
eficientd a esantiondrii conformationale moleculare bazata pe algoritmi robotici dezvoltati si
coordonati in Departamentul nostru de Dr. Laurentiu Spiridon.

Robosample — care este prima platforma roméaneasca de simulare moleculard — este o
realizare absolutd care se afld in prezent in plind dezvoltare si extindere. Prin urmare,
intentionez sa fac din Robosample prima si principala prioritate a mea de lucru dupa
sustinerea tezei, continudnd sa optimizez experienta utilizatorului final si colaborand cu altii
in cercetarea de grup asupra noilor selectii de blocuri Gibbs. In plus, intentionez si
implementez Hamiltonianul Monte Carlo pentru a completa implementarea existenta a T-
REX si pentru a explora eficienta software-ului pentru simuldrile de andocare moleculara.
A treia parte a lucrarii mele de doctorat se concentreaza pe utilizarea modelarii si simularii
moleculare pentru a evalua interactiunile moleculare in sisteme biomoleculare complexe
relevante in medicina moleculara.

De exemplu, lucrarile privind receptorul de trombopoietina si peptida YMD au oferit
ambele perspective practice asupra mecanismelor moleculare relevante in oncologie,
abordand aspecte legate de neoplasmele mieloproliferative si, respectiv, melanom. Primul

identifica mecanismele moleculare prin care o schimbare a cadrului C-terminal in gena
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Calreticulind, care exprima o insotitoare de lectina in ER, induce activarea constitutivd a
unui receptor de citokine, in special receptorul de trombopoietind, in timp ce al doilea
dezvaluie detalii mecaniciste legate de efectul oxidarii asupra tirozinazei YMD si de ce are
un efect mai mare de recunoastere a tirozinazei T si de ce are un efect mai mare de
recunoastere a celulei T. Lucrarea asupra acestor sisteme a implicat in primul rand generarea
de modele computationale de mare incredere ale complexelor tetramerice/ternare, avand in
vedere ca nu au fost rezolvate structuri experimentale adecvate pentru niciunul dintre sisteme
la momentul in care a fost efectuata cercetarea. Mai mult, aceste modele extrem de precise
au permis efectuarea calculelor de energie liberd de legare pentru ambele sisteme prin
diferite tehnici bazate pe simularea dinamicii moleculare.

In cele din urma, al treilea studiu evidentiaza modelarea moleculara si aplicarea simularii
in farmacogenetica prin descrierea muncii noastre asupra canalului de sodiu dependent de
tensiune si efectul diferitelor mutatii asupra legarii cenobamatului, un nou medicament anti-
convulsii. Calculele noastre de legare a energiei libere au aratat ca cenobamatul prezinta o
afinitate crescutd pentru toti mutantii in comparatie cu canalele NaV1.5 de tip nativ si se
leaga in mod special de mutatia N932S. Astfel, cel mai bine ar fi sa fiti atenti la prezenta
acestei mutatii atunci cand prescrieti cenobamat pacientilor epileptici.

Per total, rezultatele prezentate aici dezvaluie, pe de o parte, tendintele actuale in
dezvoltarea metodelor de biocomputing si, pe de altd parte, puterea tehnicilor de calcul in
cercetarea in stiintele moleculare ale vietii, mai ales atunci cand acestea sunt utilizate in

fluxuri de lucru care incorporeaza rezultate experimentale.
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