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WP2. Screeningul in silico al inhibitorilor impotriva agregarii mutantului hyD-p23T-Cristalin

Cataracta reprezintd o afectiune oftalmologicd cu frecventa destul de crescuta care duce la reducerea
acuitatii vizuale ca urmare a pierderii transparentei cristalinului [1,2]. Pana in prezent niciun medicament
eficient impotriva cataractei nu a fost descoperit si aprobat. Prin urmare, dezvoltarea rapidd a unor
compusi terapeutici care sa fie folositi in profilaxia sau tratarea cataractei este absolut necesara. Insa,
metodele traditionale folosite in procesul de descoperie a medicamentelor necesitd timp indelungat, fiind
costisitoare. In acest studiu, am folosit screening-ul in silico al unor compusi naturali din baza de date
ZINC, in scopul de a detecta potentiali inhibitori ai agregarii proteinei oculare hyD-Cristalin ca urmare a
mutatiei Pro23Thr care cauzeaza cataracta congenitala [3,4].

Prima parte a acestui raport descrie in detaliu a studiului teoretic in vederea identificarii unor potentiali
inhibitori impotriva agregarii proteinei mutante p23T hyD-Cristalin (hyD-p23T). Intr-o prima etapa am
efectuat un studiu extins de literaturd si un screening al bazei de date Zinc cu scopul de a identifica clase
de compusi avand potential pentru inhibarea agregarii proteinei hyD-Cristalin (hyD-crys). Am urmarit
identificarea cu precizie a etapelor teoretice si practice necesare acestui studiu cu scopul de a automatiza,
pe cat posibil, aceste procese. Ulterior am efectuat un studiu comparativ extins utilizind metode de
andocare moleculard pentru un numar semnificativ ai potentialilor inhibitori identificati in etapa
preliminard. De asemenea a fost demarat si studiul agregarii yD-Cristalinului, al interactiunii cu
potentiali inhibitori, folosind metoda de dinamicd moleculard. Proteinele structurale denumite cristalin
sunt proteinele predominante ale lentilei oculare si contribuie preponderent la indicele optim de refractie
necesar pentru a focaliza corect lumina pe retina. Aceste proteine trebuie sa ramana stabile si solubile la
concentratii foarte mari pe Intreaga duratd de viatd. La mamifere exista trei clase de cristalin, a-, p- and
y-crystalin, iar 1n acest studiu suntem interesati de proprietdtile y-crystalinului, care este predominat in
regiunea centrala (nucleu) a lentilei oculare unde poate atinge concentratii foarte mari (>400 mg/ml in
cazul mamiferelor, si chiar >1000 mg/ml in cazul unor specii de pesti).

Proteina yD-cristalin din lentila oculara umanad, reprezentata in Figura 1, este o proteind monomerica
compusd din 173 de aminoacizi aranjati in doud domenii omoloage structural. Fiecare domeniu este
compus din 8 foi-f antiparalele, acestea fiind conectate printr-o peptida linker avand o interfatd
hidrofoba care joaca un rol crucial in determinarea stabilitatii proteinei.
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Figura 1 Structura hyD-cristalin. (A) Secventa de aminoacizi ai hyD-cristalinului, domeniul N-terminal in partea
superioara (N-ter) iar C-terminal in cea inferioard (C-ter). (B) Structura tridimensionald a hyD-cristalinului (PDB
ID: 1HKO) (C) Topologia complexa a hyD-cristalinului constand din patru, asa numite, motive grecesti, distribuite
in domeniile N- si C-terminal separate printr-o bucla scurtd. Fiecare motiv este colorat diferit.



In vederea utilizarii in simularile de andocare si de dinamicd moleculard au fost identificate in baza de
date RCSB, conformatiile proteinei native hyD-cristalin, si a celei prezentand mutatia p23T. Astfel,
structurile moleculare folosite in ambele tipuri de simulari au fost obtinute folosind structura
cristalograficd pentru proteina nativd hyD-crys (RCSB ID: 1HKO) [5] si structura determinatd prin
rezonantd magnetica nucleard (RMN) in solutie, (RCSB ID: 2KFB) pentru mutantul hyD-p23T [6].

Act 2.1-Screeningul inhibitorilor in silico folosind compusii chimici disponibili in baza de date Zinc

In aceasta etapd initiald dedicata identificirii de potentiali inhibitori ai agregarii hyD-cristalinului am
efectuat un studiu de literaturd extins si am efectuat diverse simulari preliminare pentru a identifica
rapiditatea/viteza cu care putem practic efectua acest screening. Sistemul al cdrui comportament la nivel
molecular din punct de vedere biofizic si termodinamic incercam sa-1 analizdm este extrem de complex.
Deoarece doar analiza unui singur inhibitor necesitd timp considerabil de ordinul unei zile intregi in
cazul andocarii moleculare, sau luni pentru a calcula o traiectorie de dinamicd moleculara suficient de
lunga, este dificil sd se urmareasca o analiza exhaustiva a sute, mii sau milioane de compusi disponibili
in baza de date de compusi moleculari organici ZINC. Acest lucru va fi oarecum asemandtor cu
s-ar putea face cu o vitezad considerabila, este rareori fezabild In practicd. Alegerea unui subset al bazei
de date ZINC este o abordare mai fezabila. Aceasta a fost si motivatia noastra initiald atunci cand am
ales sd analizdm comparativ andocarea diferitilor fitocompusi in acest studiu. Un efort substantial a fost
dedicat, in consecintd, determindrii cat mai rationale si documentate a acestui subset de structuri. Pe
langa studierea initiald a lanosterolului, un compus cu potential demonstrat de inhibare a agregarii
hyD-cristalinului, am identificat un set de 13 compusi naturali pe care i-am studiat comparativ in detaliu,
in interactiune atat cu proteina nativd hyD-crys cét si cu cea prezentand mutatia p23T. Astfel, am selectat
cativa fitocompusi cu potential efect terapeutic prezenti cu preponderentd in diferite plante: Origanum
vulgare, Olea europaea, Thymus vulgaris, Allium cepa, Spinacia oleracea, Fabaceae- Glycine max,
Crataegus pinnatifida, Vaccinium angustifolium, Curcuma longa, Vitis vinifera, Vitex negundo, Rubus
fruticosus, Foeniculum Vulgare, Ferula Persica, Ferula assa-foetida, Euphorbia helioscopia, Rubus
fruticosus ( Tabelul 1, iar structurile chimice in Figura 7).

Tabelul 1. Grupul de compusi naturali studiati cu potential Impotriva agregarii yD-cristalinului

Natural
compounds Plant ZINC code
Apigenin Origanum vulgare ZINC000003871576
Luteolin Olea europaea ZINC000018185774
Eriodictyol Thymus vulgaris ZINC000000058117
Quercetin Allium cepa ZINC000003869685
Myricetin Spinacia oleracea ZINC000003874317
Genistein Fabaceae (Glycine max) ZINC000018825330
Vitexin Crataegus pinnatifida ZINC000004245684
Isovitexin Crataegus pinnatifida ZINC000004095704
Chlorogenic acid Vaccinium angustifolium ZINC000006482465
Curcumin Curcuma longa ZINC000100067274
Resveratrol Vitis vinifera ZINC000000006787
Vitedoin A Vitex negundo ZINC000014883365
Ellagic acid Rubus fruticosus ZINC000003872446




Am intentionat prin acest studiu nu doar s identificam un inhibitor specific al agregarii mutantului
hyD-p23T, ci si sd testdm capacitatea metodelor in silico disponibile actualmente de a compara si a
prezice activitatea unui potential inhibitor.

A2.2 Docking molecular al proteinei hyD-p23T-Cristalin cu potentiali inhibitori rezultati din
screeningul in silico

Am initiat acest studiu de andocare moleculara printr-o analiza a interactiunii dintre ambele proteine
yD-cristalin, cea nativa hyD-crys si cea mutanta hyD-p23T, cu lanosterol, un compus identificat ca avand
un posibil efect de diminuare a agregatelor proteice de acest tip [7-10]. In ciuda faptului ca solubilitatea
si biodisponibilitatea lanosterolului nu favorizeaza formularile apoase si unii cercetatori se indoiesc In
ceea ce priveste eficacitatea acestuia [11], credem cd acest sistem poate servi drept referintd pentru
studiile ulterioare mai extinse folosind o serie de compusi naturali, alesi din baza de date ZINC, cu
potential impotriva agregarii yD-cristalinului.

Astfel, structura moleculara tridimensionala a lanosterolului a fost optimizata la nivel ab initio folosind
software-ul Gaussian 09 [12] cu functionala hibridd meta-GGA M06-2X si setul de baza 6-311++G(d,p).
In urma calculelor nu au fost obtinute frecvente vibrationale imaginare ceea ce demonstreaza ci structura
optimizata corespunde unui minim al suprafetei de energie potentiala (PES) si nu unei stéri de tranzitie.
Aceasta conformatie este reprezentata in Figura 2.
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Figura 2. Structura Lanosterolului. (A) Lanosterolul, C;0Hs0O, greutate moleculara 426.7 g/mol (B) Structura
moleculara optimizata a lanosterolului folosind programul Gaussian 09.

In intregul studiu in silico de andocare moleculari am folosit metoda Monte-Carlo implementata in
software-ul Autodock v4.2 [13]. Programul AutoDockTools v 1.5.6 [13,14] a fost folosit pentru a genera
fisierele cu parametrii procedurii de andocare si fisierele pdbqt, care contin intr-un singur fisier
coordonatele atomice (PDB), sarcinile partiale (Q) si tipurile de atomi (T). In simulare am folosit
procedura de andocare standard implementatd in AutoDock. Dupa addugarea initiald a tuturor atomilor
de hidrogen atat pentru proteind, cat si pentru ligand, toti atomii de hidrogen nepolari au fost ulterior
indepartati automat. Pentru calculul sarcinilor atomice a fost utilizatd metoda Gasteiger-Marsili [15].
Flexibilitatea ligandului a fost luatd n considerare prin stabilirea a cinci unghiuri de torsiune in jurul
legaturilor simple care au fost detectate automat in AutoDock in cadrul procedurii dedicate ligandului.
Proteinele de hyD-cristalin au fost mentinute rigide. Utilitarul AutoGrid a fost folosit pentru a precalcula
hartile energiilor de interactiune ale diferitelor tipuri de atomi Tnainte de rularea efectiva a procedurii de
andocare. Am stabilit dimensiunea maxima a grilei de 126x126x126 puncte cu o distantd intre punctele
grilei de 0.475 A. Proteinele de hyD-cristalin au fost incluse in totalitate in volumul de ciutare de forma



cubica, centrat pe proteine. Un algoritm genetic Lamarckian a fost folosit pentru a cauta cei mai buni
conformeri folosind parametrii impliciti. Am urmat metodologia standard de andocare si am folosit
aceiasi parametri detaliati intr-un articol publicat de catre grupul nostru de cercetare [16]. Pentru a obtine
o statistica si o distribuire bund in clusteri, am efectuat 2000 de rulari, fiecare in parte fiind generata intr-
un mod aleator. Vizualizarea si analiza rezultatelor de andocare au fost efectuate folosind Biovia
Discovery Studio Visualizer v20.1 si Chimera v1.14 [17].

Prezentdm in continuare rezultatele obtinute ca urmare a simuldrilor de andocare moleculara dintre
lanosterol si proteina nativd hyD-crys, si mutantul hyD-p23T. Astfel, in Figura 3 sunt prezentate
conformatiile avand energia de legare maxima (cea mai favorabild) a complexului dintre lanosterol si
proteina nativa hyD-crys, si respectiv mutantul hyD-p23T. Energiile de legare ale acestor conformatii
sunt: -9,16 kcal/mol pentru complexul cu proteina nativa hyD-crys si -8.94 kcal/mol pentru complexul cu
varianta mutantd hyD-p23T. Observam deci ca legarea lanosterolului la proteina mutanta hyD-p23T este
mai defavorabild, cu ~0.22 kcal/mol, fatd de cea obtinutd pentru proteina nativa hyD-crys. Acesta este
intrucatva un rezultat nefavorabil deoarece ne asteptam ca interactiunea lanosterolului cu varianta
mutantd hyD-p23T sa fie mai intensa.

Figura 3. Conformatiile cu energia de legare maximd obtinute Tn urma simuldrilor de andocare moleculard a
lanosterolului la (A) proteina nativd hyD-crys si (B) varianta mutanta hyD-p23T. In imagini am evidentiat si
aminioacizii din pozitia 23.

Pentru a intelege mai 1n detaliu diferentele dintre aceste rezultate mentionam ca dupa efectuarea celor
2000 de rulari, conformatiile obtinute au fost clasificate tindnd cont de similaritatea structurilor. In
Figura 4 reprezentam histogramele distributiilor de energie de legare ale tuturor clusterelor identificate
in timpul analizei de andocare.
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Figura 4. Histogramele distributiei energiei de legare la hyD-cristalin ai clusterilor conformationali
ai lanosterolului. (A) pentru proteina nativa hyD-crys si (B) varianta mutanta, hyD-p23T.



Pentru a intelege corect aceste reprezentari, precizadm ca pozitia fiecarui cluster pe axa energiei de legare
este determinatd doar de membrul avand cea mai mare energie de legare al clusterului. Semnul minus
apare deoarece cautam efectiv complecsii care au energii mai mici decat suma energiilor protagonistilor,
moleculelor gazda si oaspete, calculate individual. Pe langa energia de legare, o alta informatie
semnificativa este frecventa cu care este identificatd fiecare conformatie de legare, reprezentatd ca
intensitate in histograme. Pe masurd ce numarul de membri dintr-un grup este mai mare, acea
conformatie de legare particulara este mai favorizata sau a fost identificatd mai des. O altd informatie
suplimentara, o reprezinta gama energiilor de legare ale membrilor fiecdrui grup sau cel putin energia de
legare medie a grupului. Avand in vedere aceste specificatii, daca revenim la studiul de andocare al
lanosterolului la proteinele hyD-cristalin, in Figura 4 putem observa, conformatia cu cea mai mare
energie de legare are si cel mai mare numar de membri in ambele cazuri, 495 pentru proteina nativa
hyD-crys fatd de 431 pentru mutantul hyD-p23T, intervalul de energie de legare al membrilor acestui
cluster fiind de 3.45 fatd de 2.96 kcal/mol iar energia medie de legare, -8.0 fata de -8.02 kcal/mol. Aceste
valori demonstreaza cd aceste configuratii de legare sunt identificate cu preponderentd si, dupd cum
putem observa, diferd destul de putin pentru cele doud proteine. Acest fapt demonstreaza fiabilitatea
acestei metode, insi totusi in limita marjei de eroare mentionate anterior. in Figurile 5 si 6 prezentim o
analiza in detaliu a interactiunilor intermoleculare care intervin in interiorul situsului de legare.
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Figura 5. Interactiunile de proximitate in interiorul situs-ului de legare (A) si hartile bidimensionale
corespunzatoare (B) dintre lanosterol si proteina nativa hyD-crys.
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Figura 6. Interactiunile de proximitate in interiorul situs-ului de legare (A) si hartile bidimensionale
corespunzatoare (B) dintre lanosterol si varianta mutantd hyD-p23T hyD-cristalin.



Dupa cum am putut remarca incd din Figura 3 cele doud conformatii sunt destul de similare, gruparea
hidroxil a moleculei de lanosterol interactioneaza in ambele cazuri cu aminoacidul Asp150 iar Tyrl51
este 1n vecindtate. Molecula de lanosterol pare doar putin deplasata.

Aceastd analiza initiala a fost urmata de un studiu simiar de andocare moleculard pentru un grup de 13
compusi naturali cu potential impotriva agregarii yD-cristalinului alesi dupd un studiu de literatura si un
screening din baza de date ZINC. Prezentdm acesti compusi studiati in Tabelul 1 si Figura 7.
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Figura7. Structurile chimice ale compusilor naturali analizati ca potentiali inhibitori ai cataractei.

Prezentam in continuare comparativ rezultatele obtinute. Mentiondm ca am utilizat in calcule aceleasi
structuri pentru proteina nativa hyD-crys (1HKO), si respectiv pentru yD-p23T (2KFB). Scopul studiului
a fost nu doar sa identificam un potential inhibitor al agregarii hyD-cristalinului cu efect mai bun decat
lanosterolul, ci sa si testam fiabilitatea procedurii de andocare moleculara pentru acest caz particular.

In Tabelul 2 am adunat rezultatele obtinute pentru conformatiile avand energia de legare in valoare
absolutd maxima pentru toti potentialii inhibitori naturali investigati in interactiunea cu proteina nativa
hyD-crys si cu proteina mutantd hyD-p23T. Specificam pentru fiecare, energia de legare a celei mai bune
conformatii andocate si, de asemenea, energia de legare medie a membrilor din clusterul sau si numarul
de membri ai clusterului caruia i apartine aceastd conformatie. Dupa cum se observa in tabel, pentru
genistein, resveratrol si curcumina, am specificat cate doi izomeri. Atat pentru genistein, cat si pentru
resveratrol atunci cand sunt andocate la proteina mutanta hyD-p23T, am specificat doud conformatii cu
cea mai scazutd energie de legare. Le mentiondm pentru ca, pentru genistein, ambele structuri au avut
exact aceeasi energie de legare, dar sunt andocate la doud situs-uri diferite. Pentru resveratrol am
specificat din nou doud conformatii de andocare cele mai probabile, deoarece diferenta de energie dintre
ele a fost suficient de mica. Pentru curcumind am efectuat calculul pentru ambii tautomeri de curcumina
cunoscuti: enol-keto si diketo. Am considerat ca ambele conformatii sunt relevante pentru a fi specificate
si pentru a sublinia incertitudinile metodei de andocare moleculara asupra careia vom insista mai mult in
finalul prezentarii rezultatelor.



Analizand rezultatele prezentate in acest tabel observam ca valorile absolute ale energiilor de legare cu
proteina nativa hyD-crys sunt in general mai mari decét cele pentru mutantul hyD-p23T. Pentru toate
moleculele investigate, am calculat o medie de aproximativ -7,8 kcal/mol fata de -6,5 kcal/mol, sugerand
o afinitate mai puternica a tuturor compusilor investigati cu proteina nativd hyD-crys. Acest lucru este
oarecum opus fatd de ceea ce ne asteptam initial s punem in evidentd, similar In cazul andocarii
moleculei de lanosterol.

Tabelul 2. Energiile de legare ale celor mai bune conformatii andocate ale compusilor naturali
investigati la wild-type hyD-crys (RCSB ID: 1HKO) and hyD-p23T mutant (RCSB IDs: 2KFB).

Compound Lowest Mean Number Lowest Mean Number
Binding  Binding in Binding Binding in
Energy Energy Cluster Energy Energy Cluster
nativ hyD-crys - 1HKO mutant hyD-P23T - 2KFB
Apigenin -8.15 -7.20 275 -6.27 -5.99 214
Luteolin -8.23 -7.17 157 -6.50 -5.88 395
Eriodictyol -7.53 -6.48 53 -6.68 -6.35 786
Quercetin -8.32 -7.15 192 -6.37 -5.71 403
Myricetin -8.34 -6.92 118 -6.24 -5.56 355
Genistein -8.90 -8.02 314 -6.19 -5.83 36
-6.19 -5.79 194
Vitexin -7.22 -6.22 92 -6.18 -4.77 206
Isovitexin -7.08 -5.50 52 -6.50 -5.58 1452
Chlorogenic Acid -6.81 -5.14 18 -6.13 -4.68 76
Curcumin enol-keto -7.69 -6.67 7 -7.36 -5.94 210
Curcumin diketo -8.95 -6.33 11 -7.16 -5.88 217
Resveratrol -7.80 -6.98 77 -5.97 -5.47 165
-5.93 -5.44 472
Vitedoin A -6.71 -5.85 16 -6.16 -5.01 240
Ellagic Acid -7.89 -7.31 477 -7.66 -7.30 109

Mentionam ca nu am efectuat incd un studiu experimental pentru a determina modul in care un anumit
inhibitor interactioneazd comparativ cu proteina nativa hyD-crys fatd de mutantul hyD-p23T. si nu am
gasit un studiu in literatura la care sa facem referire. Cu toate acestea, stim ca mutantul hyD-p23T agrega
la concentratii semnificativ mai mici decat proteina nativa hyD-crys [18,19]. Acesta este si faptul care
ne-a motivat efectiv sd initiem acest studiu pentru a incerca, s Intelegem cum o singurd mutatie
punctuald poate avea un efect drastic asupra afinitétii si echilibrului statistic ale acestor proteine si cum
poate fi influentat acest echilibru.

Chiar daca este necesara o investigatie mai precisa pentru a clarifica acest rezultat teoretic, avem totusi
in vedere si limitarea sau imprecizia calculelor de andocare moleculard unde se fac multe aproximari.
Presupunem ca afinitatea mai mare obtinutad pentru toate moleculele investigate pentru proteina nativa
hyD-crys poate fi cauzata in esentd de faptul ca cele doud structuri proteice nu sunt determinate in
aceleasi conditii experimentale. Structura proteinei native hyD-crys a fost rezolvata prin cristalografie de
raze X, in timp ce structura proteinei mutante hyD-p23T a fost rezolvata folosind RMN, in solutie.
In plus, toti atomii apartinand proteinelor au fost pastrati rigizi in timpul calculelor. De asemenea,

subliniem cd am analizat afinitatea dintre potentiali inhibitori si hyD-p23T ca monomeri, fara a lua in
considerare nici un detaliu cu privire la interactiunile proteina-proteind care determind agregarea acestui



mutant. Ne vom referi, in cele ce urmeaza, la cele mai scazute valori ale energiilor de legare specificate
in Tabelul 2, dar si la conformatiile de andocare care, pentru o mai bund comparatie, sunt toate
reprezentate in Figura 8. Detalii privind interactiunile din interiorul situsurilor de legare ai proteinei
native hyD-crys, respectiv mutantului hyD-p23T, cu toti ce 13 potentiali inhibitori si hartile lor de
interactiuni 2D corespunzdtoare sunt, de asemenea, reprezentate in Anexa 1.
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Figura 8. Structurile chimice ale compusilor naturali analizati ca potentiali inhibitori ai cataractei.

Analizand rezultatele pentru toate flavonoidele, cu exceptia vitexinului, toate aceste molecule prefera
andocarea in acelasi buzunar creat iIntre domeniul C-terminal si linkerul dintre domeniile
N- si C-terminal, atunci cand interactioneaza cu proteina nativa hyD-crys. De asemenea, cu exceptia
genistein si a vitexinului, toate flavonoidele sunt andocate in acelasi buzunar apartindnd domeniului
C-terminal, atunci cand interactioneazd cu proteina mutantd hyD-p23T. Acest rezultat comparativ
sugereaza cd aceste buzunare ale y-cristalinului pot gazdui, cu afinitati diferite, molecule de diferite



dimensiuni. Daca, dintre flavonoide, pentru proteina nativd hyD-crys, genistein are cea mai mare
afinitate cu o energie de legare de -8,9 kcal/mol, pentru proteina mutantd hyD-p23T este eriodictiolul
care are cea mai mare afinitate avand energie de legare cea mai micd de -6,68 kcal/mol, in timp ce
genistein are o afinitate redusd pentru proteina mutanta. Remarcdm ca energiile de legare difera doar cu
maxim 0,5 kcal/mol, vitexina avand o energie de legare de -6,18 kcal/mol. Comparand energiile de
legare cu proteina mutanta hyD-p23T pentru toate moleculele investigate, observam ca resveratrolul, asa
cum rezultd din calcule, este molecula cea mai scizuta afinitate pentru mutantul hyD-p23T.
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Figura 9. Histograme ale grupurilor de energii de legare pentru toti inhibitorii naturali potentiali investigati care
rezultd din calculele de andocare moleculara la proteina nativa hyD-crys (1HKO) si hyD-p23T mutant (2KFB).



Pentru resveratrol am ales sa prezentam doud configuratii legate de mutantul hyD-p23T cu energii de
legare foarte apropiate -5,97 kcal/mol si -5,93 kcal/mol. Am reprezentat, de asemenea, cea mai apropiata
structurd de cea cu energie de legare in valoare absolutd maxima, deoarece a fost identificatd cu
preferinta (clusterul sau are 492 de membri fata de 165 pentru conformatia principald) si pentru ca, dupa
cum putem vedea in Figura 6, se leaga in acelasi buzunar, apartinand domeniului C-terminal care se
extinde 1n spatiul dintre domeniile N- si C-terminal, ca si majoritatea flavonoidelor.

In Figura 9 sunt reprezentate histogramele clusterilor cu valorile energiilor de legare pentru toti
potentiali inhibitori naturali investigati. In analiza practicd, histogramele sunt de o importanta cruciala si
am descris, de asemenea, 1n detaliu semnificatia lor anterior, in timpul analizei de legare a lanosterolului.
Ele ne oferd o vedere practica, ordonatd si interactiva a grupurilor de conformatii identificate, pe langa
faptul ca ajutd la identificarea domeniilor predilecte de interactiune ale proteinelor cu potentialele
molecule inhibitoare si la identificarea celei mai stabile configuratii. De exemplu pentru genistein, din
reprezentarea histogramei pentru interactiunea cu proteina mutantd hyD-p23T, observam ca am obtinut
doud grupuri de conformatii suprapuse la cea mai mica energie de legare, una avand 36 de membri si alta
avand 194. De aceea le-am specificat pe amandoud in Tabelul 2 si Figura 8, dupd cum am mentionat,
genistein (a), fiind conformatia principala a clusterului avand 36 de membri si genistein (b) cea a
clusterului cu 194 de membri. De asemenea, pentru resveratrol, in Figura 8, conformatia numita
resveratrol (a) este cea avand energia de legare maxima -5,97 kcal/mol si apartine grupului cu numai 165
de membri. In general, buzunarele de legare preferate pentru proteina nativd hyD-crys si mutantul
hyD-p23T din Figura 8, sunt cele preferate de majoritatea flavonoidelor, cu unele exceptii. Remarcam
aici vitexina care fiind de dimensiune mai mare probabil nu s-a Incadrat in buzunarul creat intre
C-terminal si linkerul dintre domeniile N- si C-terminal, care este andocata in spatiul dintre domeniile
N- si C-terminal. Izovitexina, pe de altd parte, respectd tendinta situsurilor de legare preferate ale
majoritdtii flavonoidelor pentru ambele proteine, chiar daca este mai putin stabila decat vitexina In
interactiune cu proteina nativd hyD-crys si mai stabild decét vitexina atunci cand este andocatd la
mutantul hyD-p23T. Un caz particular este acidul clorogenic care se leaga intr-un mod oarecum inversat
tendintei mentionate pentru majoritatea flavonoidelor, dar cu o energie de legare relativ scazuta la
ambele proteine, comparativ cu celelalte molecule investigate. Un alt comportament surprinzator este cel
al curcuminei pentru care am calculat andocarea ambilor tautomeri cunoscuti enol-keto si diketo.
Observam aici cd tautomerul diketo cu o energie de legare de -8,95 kcal/mol este liderul tuturor
compusilor naturali investigati, urmat de genistein cu o energie de -8,9 kcal/mol atunci cand este andocat
la proteina nativa hyD-crys. Conformerul de curcumina se afld, de asemenea, intre cele mai bine legate
molecule la mutantul hyD-p23T, cu o energie de legare de -7,16 kcal/mol ceva mai redusa decat cea a
tautomerului enol-keto, -7,36 kcal/mol, si a acidului elagic avand o energie de legare de -7,66 kcal/mol.
Legarea curcuminei diketo urmeaza, de asemenea, tendinta mentionatd creatd de majoritatea
flavonoidelor si este andocata in aceleasi buzunare mentionate, in cazul ambelor proteine. Vitedoina A si
acidul elagic, deoarece sunt mai voluminoase, nu sunt in conformitate cu tendinta majoritatii
flavonoidelor. Vitedoin A nu a ardtat o capacitate bund de legare, fiind molecula cel mai putin legata de
proteina nativa hyD-crys si aproape de valorile obtinute pentru resveratrol, atunci cand este andocata la
mutantul hyD-p23T. Acidul elagic, pe de altd parte, este molecula lider atunci cand este andocat la
mutantul hyD-p23T, avand cea mai mare energie de legare in valoare absoluta -7,66 kcal/mol,
mentionatd deja. Dacd comparam energiile de legare ale moleculelor lider atat pentru proteina nativa
hyD-crys, cét si pentru mutantul hyD-p23T, -8,95 kcal/mol pentru curcumina diketo si cea a acidului
elagic cu valorile obtinute initial pentru lanosterol, -9,16 kcal/mol pentru complexul cu proteina nativa



hyD-crys si -8,94 kcal/mol pentru complexul cu mutant hyD-p23T, observam ca lanosterolul este in mod
clar liderul. Acest rezultat nu este oarecum surprinzator avand in vedere ca actualmente lanosterolul, in
ciuda solubilitatii scdzute, este inhibitorul potential consacrat al agregarii proteinelor de hyD-cristalin, si
care a fost studiat din punct de vedere experimental in numeroase studii, dupd cum am mentionat
anterior.

A 2.3 - Simulare de dinamica moleculara al complexului proteina-inhibitor (hyD-p23T:inhibitor)

In aceasta etapa a simulirilor de dinamica molecularid am demarat calcularea traiectoriilor de dinamica
moleculara ale proteinelor, varianta nativa hyD-crys si cea mutantd hyD-p23T, in stare libera, respectiv
in prezenta potentialilor inhibitori. Initial am construit sistemele de calcul care contin proteinele
investigate, potentiali inhibitori si moleculele de solvent, apa in cazul nostru, si posibili ioni dacd sunt
necesari pentru neutralizarea sarcinilor neechilibrate din sistem.

Astfel ambele proteine hyD-cristalin, varianta nativa hyD-crys si cea mutantd hyD-p23T, sunt neutre din
punct de vedere electric in ciuda prezentei in structura lor a aminoaciziilor incarcati negativ (glutamatul
si aspartatul) si pozitiv (arginina si lizina). Astfel, ambele proteine contin un numar de: 6 His, 21 Arg,
I Lys, 10 Glu si 12 Asp. Nu este astfel necesar sd adaugam alti ioni in solutie pentru a asigura
neutralitatea sistemului. Cum doar aproximativ 10% din His sunt protonate la pH fiziologic nu am luat in
acest calcul prezenta celor 6 histidine. Masa molecularda a componentilor este necesard pentru estimarea
dimensiunilor si a volumului initial al celulelor de simulare. Masa moleculara calculata a proteinei native
hyD-crys este 20.537 kDa si cea a mutantului hyD-p23T este 20.593 kDa. Masa moleculara a
lanosterolului este 426.71 g/mol iar a apei 18.01528 g/mol.

In Figura 10 reprezentim structura initiala pentru sistemul continind mutantul hyD-p23T, molecule de
lanosterol si apa. Procesul de calcul include o minimizare si ulterior echilibrare a sistemului pentru a
evita aparitia unor forte de interactiune extrem de mari rezultate din distributia initiald aleatoare a
moleculelor componente in cutia de simulare.

(B)

Figura 10. (A) Cutia de simulare initiald pentru simularile de dinamica moleculara continand o proteina hyD-
cristalin mutanta P23T si o molecula de lanosterol. (B) Aceeasi cutie de simulare in care am reprezentat si
moleculele de de solvent, modelul de apa SPC in acest caz.

Deviatia conformationala medie (RMSD) corespunzatoare atomilor de carbon Ca din lantul polipeptidic
principal monitorizatd in timpul simularii (50 ns) pentru mutantul hyD-p23T in stare libera (negru),
respectiv hyD-p23T in complex cu lanosterolul (magenta) sunt prezentate in Figura 11. Remarcam faptul
ca dupd aproximativ 10 ns mutantul hyD-p23T prezintd o usoard variatie in dinamica macromoleculara



in comparatie cu hyD-p23T 1n complex cu lanosterolul, rezultdnd o dinamicad conformationala rigida in
prezenta ligandului. Profilul deviatiei conformationale RMSF corespunzator fiecarui amino acid din
lantul polipeptidic este prezentat in Figura 11B pentru hyD-p23T in satre liberd (negru), respectiv
hyD-p23T in complex cu lanosterolul (magenta). Valorile deviatilor reprezentate in Figura 11B indica
gradul de flexibilitate al fiecarui aminoacid. Din analiza graficului reiese faptul ca 24 din cei 173
aminoacizi ai hyD-p23T manifesta o flexibilitate mai crescutd cand proteina se afla in stare liberd, decat
in prezenta ligandului, respectiv 10 aminoacizi au flexibilitate redusd, iar 139 manifesta flexibilitate
identica. In ansamblu, am obtinut o valoare RMSF medie de 0.165 pentru mutantul hyD-p23T aflat in
stare libera, respectiv 0.147 pentru hyD-p23T in complex cu lanosterolul.
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Figura 11 A) Deviatia conformationald medie (RMSD) corespunzitoare atomilor de carbon Ca din lantul
polipeptidic principal monitorizatd in timpul simularii (50 ns) pentru mutantul hyD-p23T in stare libera (negru),
respectiv hyD-p23T in complex cu lanosterolul (magenta). B) Deviatia corespunzatoare fiecarui amino acid
(RMSF) monitorizata in timpul simularii (50 ns) pentru hyD-p23T in satre libera (negru), respectiv hyD-p23T in
complex cu lanosterolul (magenta).



In Figura 12 este reprezentata ilustrativ configuratia contindnd 10 proteine pentru mutantul hyD-p23T si
10 molecule de lanosterol. Pentru a observa comparativ dinamica §i a investiga posibila agregare
diferentiatd a proteinei native si a celei mutante calculdm si sisteme fard ligand. Aceste sisteme le
simulam la diferite temperaturi deoarece experimental se cunoaste faptul cd proteina hyD-P23T are o
dependentd inversata a solubilitatii cu temperatura, clusterele proteice se disperseaza cu descresterea nu
cu cresterea temperaturii ceea ce complica considerabil studiul teoretic al acestor sisteme [20]. Acest
comportament este similar cu cel observat anterior de noi intr-un sistem care contine ciclodextrine,
piridine metilate si putind apa, care prezintd la incalzire o tranzitie de fazd reentranta lichid-solid [21].
Efortul de calcul este astfel substantial, fiind necesar calculul unor traiectorii lungi, de minim 100ns, iar
fiecare simularile de la fiecare temperaturad necesitd o noud echilibrare a sistemului in prealabil. Analiza
traiectoriilor si a comportamentului statistic al moleculelor din sistem si a celui particular al
interactiunilor proteind-proteina, proteind-inhibitor este de asemenea un proces laborios si dezvoltarea
unor scripturi complexe de analiza adaptate acestor sisteme.

Figura 12. (A) Cutia de simulare initialda pentru simuldrile de dinamicd moleculard contindnd 10 proteine
hyD-p23T mutante si 10 molecule de lanosterol. (B) Acceasi cutie de simulare in care am reprezentat si
moleculele de de solvent.

In paralel cu telul de a pune in evidentd in aceste simuliri agregarea proteinelor si identificarea
interfetelor de interactiune dintre acestea, pe langa sistemele contindnd lanosterolul prezentate anterior,
pregatim si sisteme In care vom testa comparativ comportamentul unora dintre potentialii inhibitori
studiati 1n etapa de andocare moleculara, prezentatd in detaliu In acest raport.

Intentiondm, de asemenea, sd efectudm si un studiu de dinamicd moleculard la neechilibru in care vom
putea energia liberd si parametrii termodinamici folosind metoda ,,umbrella sampling”.



WP1. Interactiunea hgDp23T:aB-Cristalin (partea 2)

A 2.4 - Masuratori de relaxare RMN ale complexului hgDp23T:aB-Cristalin

In aceastd etapi am efectuat studii suplimentare de dinamici moleculard care si probeze formarea
complexului hyD-p23T:aB-Crys. Pentru studiul dinamicii macromoleculare am efectuat studii de
relaxometrie RMN in solutie, respectiv masuratori de relaxare transversald ’N-T,. Valorile timpilor de
relaxare impreuna cu alti parametri masurabili, cum ar fi deplasérile chimice si cuplajele scalare spin-
spin (J), confera spectroscopiei RMN superioritate fatd de alte metode folosite in studiile structurale ale
complexelor macromoleculare. Mecanismele fizice care determina timpul de relaxare depind atat de
timpul de corelatie rotational (t.), precum si de flexibilitatea interna a fiecarui aminoacid din lantul
polipeptidic.

Pentru studierea complexului hyD-p23T:aB-Crys am efectuat masuratori de relaxare, comparand timpii
de relaxare °’N-T), ale semnalelor de rezonantia NH in spectrele 'H-"’N-HSQC, corespunzitoare proteinei
marcatd izotopic cu "N, '"N-hyD-p23T in stare liberd, respectiv in prezenta chaperonei oB-Crys
(nemarcatd izotopic), aflate in solutie tampon continand 50 mM fosfat de sodiu (pH=7).

Misuritorile timpilor de relaxare '’N-T; au fost efectuate cu un spectrometru Bruker Advance, folosind
secventa de pulsuri CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill) reprezentata in Figura 13.
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Figura 13 Secventa de pulsuri CPMG-HSQC, intr-un cdmp neomogen (gradient, G).
Barele inguste descriu pulsurile de 90°, respectiv cele largite descriu pulsurile de 180",

Un impuls de radiofrecventd de 90" inclind magnetizarea in plan transversal (x,y). Pierderea coerentei de
faza in plan transversal reprezinta defapt relaxarea transversala T,. Magnetizarea este reorientata printr-o
serie de impulsuri (t—180°—1), aplicate la intervale 2t unul de celalalt, iar intre aceste impulsuri este
inregistratd amplitudinea ecourilor care iau nastere.

Astfel, o serie de masuratori °N-T, au fost efectuate pentru fiecare proba la 298 K, folosind valori
optime ale intervalelor de intarziere t: 17ms, 34ms, 61ms, 87ms, 130 ms pentru proteina hyD-p23T in
stare liberd, respectiv 2ms, 8ms, 13ms, 22ms, 60 ms, si 110 ms pentru complexul hyD-p23T:aB-Crys.
Valorile timpilor de relaxare ’N-T, s-au obtinut prin fitarea datelor experimentale folosind o ecuatie
exponentiala care descrie descresterea amplitudidinii semnalelor de rezonantd in functie de timpul .
Curbele de relaxare reprezentative pentru aminoacizi selectati atat din domeniul N-terminal si
C-terminal, precum si cei apartinand buclei de conectare dintre cele doud domenii, sunt reprezentate in
Figura 14.
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Figura 14. Curbele de relaxare "N-T, corespunzitoare mutantului yD-p23T (reprezentate in neagru):
A) domeniul N-terminal, B) bucla de legatura, C) C-terminal; respectiv yD-p23T:aB-Crys complex (magenta):
D) domeniul N-terminal, E) bucla de legatura, F) C-terminal

Din masuritorile de relaxare RMN am extras atat valorile timpilor de relaxare ’N-T, pentru fiecare
aminoacid corespunzdtor secventei proteinei, precum si informatii de dinamicad macromoleculara pe care
hyD-p23T le experimenteaza in prezenta chaperonei aB-Crys, in ansamblu. Valoarea medie a timpului
de relaxarea ""N-T, obtinutd pentru complexul hyD-p23T:0B-Crys am interpretat-o comparativ cu
proteina hyD-p23T aflatd in stare libera.



Am otinut o valoare medie al timpilui de relaxare "N-T, de ~89 ms pentru proteina in stare libera,
respectiv 69 ms pentru complexul hyD-p23T: aB-Crys (Figura 15).
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Figura 15. Valorile timpilor de relaxare ’N-T, corespunzatore secventei de aminoacizi a mutantului
vD-p23T in stare libera (reprezentate in neagru), respectiv yD-p23T:aB-Crys complex (magenta).

Diferenta de ~20 ms intre valorile timpilor de relaxare '"N-T, indicd o restrictionare a dinamicii
macromoleculare a mutantului hyD-p23T in prezenta chaperonei aB-Crys per ansamblu, ca urmare a
formarii complexului macromolecular. Din datele masuratorilor de relaxare reiese faptul ca fractia
solubild (monomericd) a mutantului hyD-p23T interactioneazd nespecific cu proteina chaperona
aB-Crys, Intr-o maniera tranzitorie de verificare a integritdtii structurale.

In cazul complexului hyD-p23T:aB-Crys se observa o scadere mai pronuntatd a valorilor timpilor de
relaxare '’N-T, pentru semnalele de rezonanti apartindnd domeniului N-terminal al hyD-p23T (~60 ms),
indicand faptul cd aB-Crys interactioneazd in mod preferential cu acest domeniu. Aceastd observatie se
coreleazd cu observatiile experimentale de denaturare induse in vitro care aratd faptul ca domeniul
N-terminal se dezintegreaza cel dintai, sugerand faptul ca acest proces este prevenit in urma interactiunii
cu proteina chaperond aB-Crys. Acesta este un prim studiu RMN care evidentiaza rolul protector al
proteinei chaperond oB-Crys, asigurdnd o pliere tridimensionald adecvatd a proteinelor partenere
(cristalinelor), prezente in lentila oculard. Totusi, aceastd interactiune nespecificd nu este suficientd
pentru a preveni procesul de agregare al mutantului hyD-p23T, in conditii fiziologice. In aparenti
procesul de autoasociere al mutantului hyD-p23T este unul pronuntat in care proteina isi pastreaza
structura tridimensionald nealterata, astfel incat reuseste sa ,,evadeze” de sub supravegherea proteinei
chaperona aB-Crys, cauzand cataracta.
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Rezumat al activititilor realizate in etapa-2/2023

A 2.1 - Screeningul inhibitorilor in silico folosind compusii chimici disponibili in baza de date Zinc
In aceastd etapa initiald dedicata identificarii de potentiali inhibitori ai agregarii hyD-cristalinului am ales
sd analizdm comparativ andocarea diferitilor fitocompusi din baza de date ZINC. Un efort substantial a
fost dedicat, in consecintd, determindrii cat mai rationale si documentate a acestui subset de structuri. Pe
langd studierea initiald a lanosterolului, un compus cu potential demonstrat de inhibare a agregarii
hyD-cristalinului, am identificat un set de 13 compusi naturali pe care i-am studiat comparativ in detaliu,
in interactiune atat cu proteina nativa hyD-crys cat si cu cea prezentand mutatia p23T.

Astfel, am selectat cativa fitocompusi cu potential efect terapeutic prezenti cu preponderentd in diferite
plante: Origanum vulgare, Olea europaea, Thymus vulgaris, Allium cepa, Spinacia oleracea, Fabaceae-
Glycine max, Crataegus pinnatifida, Vaccinium angustifolium, Curcuma longa, Vitis vinifera, Vitex
negundo, Rubus fruticosus, Foeniculum Vulgare, Ferula Persica, Ferula assa-foetida, Euphorbia
helioscopia, Rubus fruticosus.

A 2.2 - Docking molecular al proteinei hgDp23T-Cristalin cu potentiali inhibitori rezultati din
screeningul in silico

Am initiat acest studiu de andocare moleculara printr-o analiza a interactiunii dintre ambele proteine
yD-cristalin, cea nativa hyD-crys, si cea mutantd hyD-p23T cu lanosterol, un compus identificat ca avand
un posibil efect de diminuare a agregatelor proteice de acest tip. In ciuda faptului ci solubilitatea si
biodisponibilitatea lanosterolului nu favorizeaza formularile apoase si unii cercetatori se indoiesc in ceea
ce priveste eficacitatea acestuia, credem cad acest sistem poate servi drept referintd pentru studiile
ulterioare mai extinse folosind o serie de compusi naturali, alesi din baza de date ZINC, cu potential
impotriva agregirii yD-cristalinului. In intregul studiu in silico de andocare moleculard am folosit
metoda Monte-Carlo implementatd in software-ul Autodock v4.2. Apoi, am ales un set de 13 compusi
naturali pe care i-am studiat comparativ in detaliu, in interactiune atat cu proteina nativda hyD-crys cat si
cu cea prezentand mutatia p23T.

Comparand energiile de legare ale moleculelor lider atat pentru proteina nativa hyD-crys, cat si pentru
mutantul hyD-p23T, -8,95 kcal/mol pentru curcumina diketo si cea a acidului elagic cu valorile obtinute
initial pentru lanosterol, -9,16 kcal/mol pentru complexul cu proteina nativa hyD-crys si -8,94 kcal/mol
pentru complexul cu mutant hyD-p23T, am observat cd lanosterolul este in mod clar liderul. Acest
rezultat nu este oarecum surprinzator avand in vedere cd actualmente lanosterolul, in ciuda solubilitatii
scazute, este inhibitorul potential consacrat al agregarii proteinelor de hyD-cristalin, si care a fost studiat
din punct de vedere experimental in numeroase studii, dupa cum am mentionat anterior.

A 2.3 - Simulare de dinamica moleculara al complexului proteina-inhibitor (hyD-p23T:inhibitor)

Aceastd etapa a simuldrilor de dinamicd moleculard a fost demaratd fiind in curs de finalizare. Am
construit sisteme de calcul care confin proteinele investigate, potentiali inhibitori si moleculele de
solvent, apd in cazul nostru, si de posibili ioni dacd sunt necesari pentru neutralizarea sarcinilor
neechilibrate din sistem. Pentru a observa comparativ dinamica moleculara si a investiga posibila
agregare diferentiatd a proteinei native si a celei mutante am luat in calcul si sisteme fara ligand. Aceste
sisteme le simulim la diferite temperaturi. in paralel cu telul de a pune in evidentd in aceste simulari
agregarea proteinelor si identificarea interfetelor de interactiune dintre acestea, pe langa sistemele
contindnd lanosterolul prezentate anterior, pregatim s§i sisteme i1n care vom testa comparativ
comportamentul unora dintre potentialii inhibitori studiati in etapa de andocare moleculard, prezentata in



detaliu 1n acest raport. De asemenea a fost demarat si studiul agregérii yD-Cristalinului, al interactiunii
cu potentiali inhibitori, folosind metoda de dinamicd moleculara.

A 2.4 - Masuratori de relaxare RMN ale complexului hgDp23T:aB-Cristalin

Pentru studierea complexului hyD-p23T:aB-Crys am efectuat masuratori de relaxare transversala in
solutie, comparand timpii de relaxare ’N-T, ale semnalelor de rezonantd NH in spectrele 'H-">’N-HSQC,
corespunzitoare proteinei "N-hyD-p23T in stare libera. Diferenta de ~20 ms intre valorile timpilor de
relaxare '°N-T, indic o restrictionare a dinamicii macromoleculare a mutantului hyD-p23T in prezenta
chaperonei aB-Crys, ca urmare a formarii complexului macromolecular.

In cazul complexului hyD-p23T:aB-Crys se observa o scidere mai pronuntatd a valorilor timpilor de
relaxare '°N-T, pentru semnalele de rezonanta apartinand domeniului N-terminal al hyD-p23T, indicand
faptul ca aB-Crys interactioneaza in mod preferential cu acest domeniu. Aceastd observatie se coreleaza
cu observatiile experimentale de denaturare induse in vitro care arata faptul ca domeniul N-terminal se
dezintegreaza cel dintai, sugerand faptul ca acest proces este prevenit In urma interactiunii cu proteina
chaperona aB-Crys. Prin urmare, fractia solubila (monomerica) a mutantului hyD-p23T interactioneaza
nespecific cu proteina chaperond aB-Crys, in cadrul unei interactiuni tranzitorie de verificare a
integritatii structurale. Acesta este un prim studiu RMN care evidentiaza rolul protector al proteinei
chaperond aB-Crys, asigurand o pliere tridimensionala adecvatd a proteinelor partenere (cristalinelor),
prezente in lentila oculard. Totusi, aceastd interactiune nespecificd nu este suficientd pentru a preveni
procesul de agregare al mutantului hyD-p23T, in conditii fiziologice. In aparentd procesul de
autoasociere al mutantului hyD-p23T este unul pronuntat in care proteina isi pastreaza structura
tridimensionala nealterata, astfel Incat reuseste sd ,,evadeze” de sub supravegherea proteinei chaperond
aB-Crys, cauzand cataracta.
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