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Rezumatul etapei

A doua etapa a acestui proiect are prevazute 6 activitati in vederea atingerii obiectivului principal:

Investigarea conjugatilor GNP-oligonucleotide hibridizati cu lanturi ADN.

Studiul care prezinta mecanismele fizice de baza ale comportamentului nanoparticulelor de
aur functionalizate in solutie a fost trimis spre publicare in revista Computational and Theoretical
Chemistry. Moleculele de tiol pe suprafata nanoparticulelor de aur interactioneaza intr-o maniera
dependenta de orientarea, curbura suprafatei si densitatea de molecule tiol, manipularea
proprietatilor acestora fiind esentiala pentru proiectarea rationala a unor vehicule de livrare

bazate pe nanoparticule functionalizate.

Rezultatele au fost comunicate la 2 conferinte internationale si 4 workshop-uri,
diseminarea rezultatelor oferind vizibilitate internationala atat grupului de cercetare, cat si
institutiei. Asigurarea transparentei activitatilor proiectului prin informarea publicului larg s-a

realizat prin intermediul paginii web a proiectului, care a fost actualizata constant:

https://www.itim-cj.ro/PNCDI/nanocraud/
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Accelerarea calculelor intensive necesare efectuarii simularilor de dinamica moleculara pe
unitatile de procesare grafica a fost realizata cu ajutorul achizitiilor de tehnica de calcul de inalta

performanta prezentate in sectiunile urmatoare.

Raportul stiintific de etapa se incheie cu cateva concluzii majore asupra rezultatelor

obtinute, impreuna cu lista de referinte folosite.


https://www.itim-cj.ro/PNCDI/nanocraud/

1. INTRODUCERE

Dintre nanoparticulele pe baza de metale nobile, nanoparticulele de aur (GNPs) au atras o atentie
considerabila in ultimii ani, datorita proprietatilor lor atractive, care decurg din dimensiunea,
arhitectura si functionalizarea facila [1-5]. S-a demonstrat ca interactiunea lor cu celulele poate fi

influentata prin modificarea dimensiunii, formei si functionalizarii suprafetei nanoparticulelor. [6]

Terapia genica utilizeaza material genetic pentru a trata sau a preveni bolile [7]. Vectorii virali sunt
folositi pe scara larga, dar au dezavantajul ca nu pot fi usor functionalizati si activeaza sistemul
imunitar al gazdei [8]. Prin urmare, in raport cu sistemele biologice, vectorii virali prezinta o
citotoxicitate ridicata si se stie ca reduc eficacitatea terapiei genice [8]. Cu toate acestea, aceste
neajunsuri pot fi eliminate de vectorii non-virali, cum ar fi nanoparticulele metalice [9, 10]. Unele
cercetari recente au aratat ca GNP-urile sunt mai sigure, mai usor de produs, la un pret accesibil,
usor de functionalizat pentru a imbunatati transfectia si pot incapsula acizi nucleici de aproape

orice dimensiune [11, 12].

Spre deosebire de alte forme, GNP-urile sferice au fost utilizate pe scara larga datorita sintezei
usoare si capacitatii de a functionaliza usor suprafata lor cu diversi liganzi [13 - 18]. Utilizarea in
sectorul medical a nanoparticulelor functionalizate ca agent terapeutic necesita un ligand si o
atasare a

strategie de acestuia pe

Glosar de editare genetica

suprafata nanoparticulelor [19].

Interactiunile  chimice (de exemplu, | ARN/ADN — Acid ribonucleic / dezoxiribonucleic
datorate derivatilor tiol, linkeri | suntsubstantele de baza ale aparatului genetic

_ ' _ _ ' o Gena - secventa specifica de nucleotide in
bifunctionali) si/sau interactiuni fizice ADN/ARN care indeplineste o anumita functie

Mutatie — modificare in materialul genetic

Editare genetica — tehnica utilizata pentru a
modifica cu precizie o secventa genetica

CRISPR — grupuri de repetari scurte palindromice in
ordine intercalata (secvente genetice folosite de
bacterii pentru a se proteja de virusi)

Cas — proteina asociata CRISPR

(atractie ionica, atractie hidrofoba) sunt
folosite pentru a atasa diferite molecule la

suprafetele nanoparticulelor [20 - 22].

Prin urmare, pentru conjugarea

moleculelor la GNP-uri, in prezent sunt

utilizate 2 moduri de interactiune
(covalente/necovalente) [23]. Moleculele
functionalizate sunt adsorbite nespecific

pe nanoparticule pentru a oferi stabilitate

Cas9 — proteina 9 asociata CRISPR (enzima care
foloseste secventele CRISPR pentru a taia lanturi
specifice de ADN complementare secventei CRISPR)
HDR — repararea directionata pe baza de omologie
(mecanism utilizat pentru a repara defectele in
lantul ADN)

sgRNA — ARN de ghidare monocatenar




in solutia coloidala [24,25]. Astfel, strategia de bioconjugare foloseste interactiunea non-covalenta
(electrostatica si hidrofoba) pentru a ancora liganzii pe suprafata nanoparticulelor de aur [26].
Aceasta tehnica se caracterizeaza prin absorbtia spontana a ligandului pe suprafata GNP-urilor prin
interactiuni hidrofobe sau ionice [27]. Modurile de interactiune non-covalente au totusi unele
limitari: pentru a prepara conjugatele ligand — particule de aur este necesara o concentratie mare
si 0 orientare aleatorie a liganzilor [27,28]. O alternativa la legarea grupurilor functionalizate de pe
suprafata GNP este reprezentata de modurile de interactiune covalente [29]. Legarea covalenta a
gruparii tiol de GNP este utilizata pentru anticorpi si diferite molecule [29,30]. Aceasta metoda
utilizeaza moduri covalente pentru atasarea peptidelor, polimerilor, oligonucleotidelor pe suprafata

GNP-urilor [29,31].

Metodele experimentale au cateva neajunsuri din cauza dimensiunii extraordinar de mici a
nanoparticulelor [32]. Acest lucru limiteaza intelegerea aprofundata a vehiculelor de livrare bazate
pe nanoparticule si a potentialului de a imbunatati design-ul GNP-urilor cu aplicabilitate in
biomedicina. Pe de alta parte, simularile de dinamica moleculara explica mecanismele de baza ale
sistemelor moleculare implicate la un nivel de precizie atomistic [33,34]. Prin simulari de dinamica
moleculara se determina modul in care diferitele dimensiuni de GNP si densitatile de acoperire cu
molecule tiol ale GNP-urilor afecteaza proprietatile nanoparticulelor (cum ar fi atractia de ioni),
care sunt utilizate pentru a ghida proiectarea rationala a vehiculelor de livrare pe baza de

nanoparticule. Astfel, se pot extinde potentialele lor aplicatii medicale, agricole si farmaceutice.

2. PROGRAME SI MODELE UTILIZATE

VMD [35] - program de vizualizare 3-D utilizat pentru sisteme biomoleculare de mari dimensiuni.

NAMD ([36] - program de dinamica moleculara care prezinta o performanta, flexibilitate si
acuratete ridicata si permite realizarea unor simulari la scara larga a unor sisteme biomoleculare
complexe.

GROMACS [37] — program de dinamica

moleculara utilizat pentru sisteme

biomoleculare la nivel atomistic si

coarse-grained, utilizand o multitudine

de campuri de forte (CHARMM, Fig 2.1 Maparea reziduurilor atomistice in bead-uri

GROMOS, AMBER, OPLS). coarse-grained



CHARMM [38] - camp de forte atomistic care include parametri pentru proteine, acizi nucleici,
lipide, carbohidrati. Energia potentiala ia in considerare atat interactiunile legate, cat si cele
nelegate.

Martini [39] — camp de forte coarse-grained, unde interactiunile nelegate se bazeaza pe
reproducerea profilelor experimentale de energie libera, iar interactiunile legate sunt derivate din

simulari atomistice.

3. INFRASTRUCTURA TEHNICA

Sistemele moleculare studiate sunt de ordinul a sute de mii sau chiar milioane de atomi/particule
si implica un efort imens de calcul si un interval mare de timp de achizitie al datelor. Pentru a
realiza investigarea moleculara a complexului CRISPR/Cas9-Gold a fost necesara achizitionarea
unor statii de calcul de inalta performanta. Programele de dinamica moleculara scaleaza excelent
pe placile grafice, acestea fiind indispensabile in accelerarea calculelor aferente sistemelor de

interes.

In acest context, au mai fost achizitionate in cadrul proiectului:

Anul 2021
v' 1 Statie de calcul

Processor 2 x Xeon Silver 4210 2P 10C/20T 2.2GHz, Cache 13.75M,
9.6GT 85W RAM 64GB DDR4, 2933 MHz, ECC Storage 1 x SSD 240GB
SATA 6Gb/s, 1 x HDD 2TB SATA 6 Gb/s 4U Rackmountable / Tower

v' 2GPU

GPU 1 x GeForce RTX 3070TI 8GB VRAM, DDR6

GPU 1 x GeForce RTX 3080TI 10GB VRAM, DDR6 Fig. 3.1 Statie de calcul



4. DETALII DE MODELARE SI IMPLEMENTARE
Activitatea 2.1 - Constructia GNP decorate cu lanturi ADN modificate tiolic

Lantul ADN modificat cu tiol (ssADN-tiol) si secventa de ADN donor au fost determinate pe baza

sgARN.
Thiol-ssADN Thiol-AAATTCTGACAGATATTTCTGGCATATTTC

ssADN donor
TGATATGAATGAAACTCATCAAATATGCGTGTTAGTGTAAATGAACTTCTATTTAATTTTGAGGCTCTGCAAA
GTTCTTTAAAGGAGCAGCAGAATGGCTTCAACTATCTGAGTGACACTGTGAAGGAGATGGCCAAGAAAGC
ACCTTCAGAAATATGCCAGAAATATCTGTCAGAATTT

Constructia sistemului. Pentru acoperirea nanoparticulelor au fost utilizate molecule tiol care au
compozitia chimica S-[CH2]2-CHs. Fiecare atom de sulf din moleculele de tiol este legat covalent de
atomii de aur de suprafata ai nanoparticulei de aur. Atomii de sulf au fost distribuiti aleatoriu pe
suprafata de nanoparticulei. Toate structurile initiale ale nanoparticulei conjugate cu molecule tiol
pentru simularile de dinamica moleculara au fost generate utilizand CHARMM-GUI Nanomaterial
Modeler [40, 41]. Campul de forte INTERFACE [41] a fost utilizat pentru atomii de aur pentru a
obtine structura nanoparticulelor, topologia si fisierele de parametri. Toate imaginile au fost

extrase folosind pachetul VMD [35].

Descrierea coarse-grained a nanoparticulelor este cea din modelul atomistic, cu exceptia
sarcinilor. Toti atomii de Au si S sunt considerati neutri in modelul coarse-grained [42]. Moleculele
tiol sunt construite din particule Martini interconectate de tip S, C1. Parametrii pentru legaturi si
unghiuri liganzilor sunt cei aferenti pentru campul de forte Martini. Acesti liganzi sunt legati de
atomii de aur de la suprafata nanoparticulelor prin legaturi Au-S. Lanturile de ADN monocatenar

sunt legate prin intermediul moleculelor tiol de nanoparticula de aur.

Structura atomistica initiala a ADN-ului a fost construita folosind Nucleic Acids Flexibility prin
serverul http://mmb.irbbarcelona.org/NAFlex//index.php. Specific, lanturile ADN au fost

construite in forma canonica B.



Fig. 4.1 Secventa ssADN reprezentare atomistica/coarse-grained AAATTCTGACAGATATTTCTGGCATATTTC
Au fost construite nanoparticule functionalizate de diferite densitati de acoperire a suprafetei,
considerand diametre diferite ale acestora. Acest lucru ne-a permis sa reducem numarul de
nanoparticule functionalizate cu lanturi ssADN-SH necesare pentru a imbunatati eficienta generala

de incarcare a lanturilor ADN.

Activitatea 2.2 — Simulari MD si analiza GNP-urilor decorate cu oligonucleotide modificate tiolic

Au fost studiate prin simulari atomistice nanoparticule de aur modificate cu tiol cu 4 densitati de
acoperire cu molecule tiol diferite si 3 marimi diferite de nanoparticule. Pentru nanoparticula de
aur am folosit un model icosaedric, care prezinta doar fatete (111) [43]. Am simulat GNP-uri de
diferite dimensiuni cu diametre de 5, 10 si, respectiv, 15 nm. In simularile noastre, am folosit 4
densitati diferite de acoperire cu tiol 1%, 12%, 25% si, respectiv, 50%. Acoperirea completa
corespunde cu cea mai mare impachetare posibila a moleculelor de tiol. Densitatile alese sunt in

concordanta cu datele experimentale [43].
Protocoale de simulare.

Simularile atomistice ale nanoparticulelor de aur conjugate cu molecule tiol au fost realizate
utilizand programul NAMD 2.13 [36]. Pentru toate simularile a fost folosit campul de forte
CHARMMS36 [38] si campul de forte INTERFACE [46]. Toate simularile MD au fost realizate in
ansamblul NPT. Pentru particulele de apa a fost folosit modelul TIP3P [38] si au fost adaugati ionii
de Cl- si Na+ cu o concentratie de 150 mM. Controlul temperaturii a fost realizat termostatul

Nose-Hoover [36], iar presiunea utilizeaza barostatul Parrinello-Rahman [36].

In toate simularile am utilizat pasul de integrare de 2 fs, distanta de taiere folosita a fost de 12 A,

iar functia de comutare a fost setata la 9 A pentru toate interactiunile de scurta distanta. Cu



exceptia interactiunilor electrostatice, care au fost actualizate la fiecare al doilea pas, toate
celelalte interactiuni au fost actualizate la fiecare pas. Pentru a minimiza efectele de margine au
fost aplicate conditii de periodicitate, iar interactiunile electrostatice de lunga distanta au fost
tratate folosind metoda Particle Mesh Ewald (PME) [36]. Fiecare simulare a fost echilibrata timp
de 100 ns inainte de cel putin 300 ns de rulare de productie. Conditii la limita periodice au fost

folosite in toate sistemele.

Fisierele de structura (coordonate carteziane — ex. fisierul de structura PDB) a nanoparticulelor
functionalizate cu molecule tiol obtinute in urma simularilor atomistice au fost utilizate in
constructia fisierelor de structura a nanoparticulelor functionalizate cu oligonucleotide modificate
tiolic. Martini DNA a fost utilizat pentru a modela atat ADN-ul monocatenar

(AAATTCTGACAGATATTTCTGGCATATTTC).

ssDNA chain sequence
AAATTCTGACAGATATTTCTGGCATATTTC
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Fig. 4.2. a) Reprezentarea coarse-grained a unei nanoparticule conjugate cu nucleotide ssADN-SH

(fiecare lant ADN este colorat diferit); b) Distanta dintre capete a lanturilor ADN.

Fisierele de topologie (care contin asocierea atomilor cu anumite tipuri de beaduri, lista de
legaturi, unghiuri, unghiuri diedrale etc.) au fost generate cu ajutorul programului python
martinize-dna.py. Pentru a obtine o perspectiva asupra dinamicii conformationale complexe a
GNP-ului conjugat cu oligonucleotide modificate cu tiol, au fost efectuate simulari extinse ale

sistemului. Fluctuatiile conformationale ale complexului au monitorizate prin evaluarea atat a



rolului proprietatilor fizico-chimice a GNP (vezi Fig. 4.2), cat si a interactiunii dintre

oligonucleotide.

Activitate 2.3 - Extragerea unghiurilor de inclinare a lanturilor ADN modificate tiolic

Sistemul complet solvat format din nanoparticule functionalizate cu oligonucleotide poate atinge
zeci/ sute de nanometri. Prin urmare, simularea a milioane de atomi devine nerealista, iar
utilizarea modelelor coarse-grained devine necesara pentru a reduce numarul de grade de
libertate. Din simularile realizate in cadrul Activitatii 2.3 am extras unghiurile medii de inclinare

ale lantului ssADN-SH cu suprafata nanoparticulei (vezi Fig.4.3).

ssDNA chain sequence

AAATTCTGACAGATATTTCTGGCATATTTC
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Fig. 4.3 a) Reprezentarea unghiului mediu de inclinare ale lantului monocatenar ADN-SH; b)

unghiurile medii de inclinare ale lantului monocatenar ADN-SH cu tiol cu suprafata nanoparticulei.

Pentru diferite densitati de acoperire a suprafetei, numarul lanturilor ADN care interactioneaza

intre ele se modifica, rezultand astfel o impachetare diferita a acestora pe suprafata.



Fig. 4.4 Reprezentarea coarse-grained a unei nanoparticule functionalizate cu oligonucleotide cu

densitati de acoperire a suprafetei diferite

Activitate 2.4 - Constructia ssADN-SH + ssADN donor

Pentru a construi complexul, este necesara hibridizarea secventelelor complementare ale
catenelor ADN (ssADN-SH, ADN donor, vezi Fig. 5). Am implementat o abordare pe mai multe
trepte prin utilizarea rezultatelor rezolutiei atomistice pentru a construi sistematic modelul CG al

GNP conjugat cu ssADN-SH + ssADN donor pentru a efectua simulari MD pe scale mai mari de timp

si lungime.
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Fig. 4.5 Reprezentarea atomistica/coarse-grained a complexului ssADN-SH + donor ssADN

Initial au fost construite structure atomistice aferente secventelor prezentate in cadrul Activitatii
2.1. Ulterior, secventele oligonucleotidelor (ssADN-SH, ADN donor) determinate pe baza sgRNA
au fost hibridizate cu ajutorul programului VMD [35]. Martini DNA a fost utilizat pentru a modela

atat ADN-ul monocatenar, cat si cel dublu catenar.



Activitate 2.5 - Simulari MD ale conjugatilor GNP-oligonucleotide hibridizati cu ADN

Scopul simularilor semi-atomistice (coarse-grained) au fost sa extinda cele atomistice la o scara
mai mare (microsecunde) pentru a realiza simularile nanoparticulelor de aur functionalizate cu
lanturi ADN. Coordonatele initiale din fisierele de intrare au fost generate avand ca referinta

structurile atomistice ale nanoparticulelor de aur modificate cu molecule tiol.

Constructia sistemului. Sistemele coarse grained au fost solvatate (apa MARTINI [39]) si
neutralizate cu ajutorul ionilor de sodiu si clor pentru a avea concentratia molara de 0.15 mol/L.

Campul de forte. Campul de forte MARTINI [39] a fost folosit in toate simularile coarse-grained.

Protocoale de simulare. Programul Gromacs versiunea 2019 [37] a fost utilizat in toate simularile
efectuate, folosind un pas de integrare de 20 de fs. Un ansamblu NPT a fost folosit la 1 bar si 301
K. Presiunea constanta a fost mentinuta de o cuplare izotropa, folosind un timp de relaxare de 12
ps. Temperatura constanta a fost mentinuta la o temperatura constanta de 301 K folosind un timp
de relaxare de 1 ps. Toate rularile au fost efectuate dupa minimizarea si echilibrarea

nanoparticulelor functionalizate.

Fig. 4.6 Reprezentarea coarse-grained a complexului GNP-oligonucleotide hibridizate cu lanturi

ADN monocatenar

Activitate 2.6 - Caracterizarea structurala a nucleotidelor hibridizate

Pentru a investiga complexul GNP-oligonucleotide hibridizate cu lanturi ADN monocatenar, au fost
efectuate simulari extinse ale sistemului (descrise in cadrul Activitatii 2.5). In Fig. 4.7 este
reprezentata distributia de baze azotate din ssADN-SH si ssADN donor folosite in simularile de

dinamica moleculara.
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Fig. 4.7 Distributia de baze azotate in lanturile ADN: a) ssSADN-SH; b) donor ssADN
Pentru complexul GNP-oligonucleotide hibridizate cu lanturi ADN monocatenar am realizat

caracterizarea structurala calculand raza de giratie, distanta dintre capete a lanturilor ADN.
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Fig. 4.8 Raza de giratie reprezentata cu linia neagra pentru GNP decorate cu oligonucleotide
modificate tiolic si rosie pentru complexului GNP-oligonucleotide hibridizate cu lanturi ADN

monocatenar



5. CONCLUZII ETAPA

1. Modelele coarse-grained folosite pentru constructia nanoparticulelor de aur decorate cu
lanturi ADN modificate tiolic au fost derivate din modele atomistice, atat in cazul

nanoparticulelor de aur, cat si a lanturilor ADN modificate tiolic.

2. Au fost realizate simulari de dinamica moleculara a GNP-urilor decorate cu oligonucleotide
modificate tiolic. Dimensiunea nanoparticulelor de aur si densitatea de acoperire a
suprafetei cu oligonucleotide reprezinta elemente cheie care ar trebui utilizate in

manipularea proprietatilor nanoparticulelor functionalizate.

3. Din simularile de dinamica moleculara am extras unghiurile medii de inclinare ale
lanturilor ADN modificate tiolic cu suprafata nanoparticulei de aur. Structura
conformationala a lanturilor de ADN depinde puternic de densitatea de acoperire a
suprafetei nanoparticulei cu oligonucleotide, fiind rezultatul interactiunii dintre lanturile de

ADN monocatenar.

4. A fost realizata hibridzarea secventelelor complementare ale lanturilor ADN modificate
tiolic cu lanturile ADN donor. Lantul ADN modificat cu tiol si secventa de ADN donor au fost

determinate pe baza sgARN.

5. Simularile coarse-grained de dinamica moleculara ale conjugatilor GNP-oligonucleotide
hibridizati cu ADN au permis extinderea simularilor atomistice la o scara mai mare
(microsecunde). Modelul coarse-grained permite realizarea realista a simularilor
conjugatilor GNP-oligonucleotide complexati cu ribonucleoproteina Cas9, fiind foarte util

in imbunatatirea protocoalelor utilizate pentru terapie genica.



6. REZULTATE

Articole

1. Alexandra Farcas, Lorant Janosi and Simion Astilean, Size and surface coverage density are
major factors in determining thiol modified gold nanoparticles characteristics, Computational and

Theoretical Chemistry (in evaluare).

Conferinte internationale

1. Alexandra Farcas, Lorant Janosi and Simion Astilean, Molecular dynamics investigation
of oligonucleotide-functionalized gold nanoparticles, 13th International Conference Processes in
Isotopes and Molecules (PIM2021), 22-24 September 2021, Cluj-Napoca, Romania.
2. Alexandra Farcas, Lorant Janosi and Simion Astilean, Optimizing the surface coverage density of
thiol-coated gold nanoparticles, TIM 20-21 Physics Conference (TIM20-21), 11-13 November 2021,

Timisoara, Romania.

Workshop-uri

1. World CRISPR Day, 20 October 2021, Synthego (online workshop).

2. 4th Annual CRISPR Virtual Event, 29 September 2021, Labroots (online workshop).

3. Martini 3.0 online workshop, 1-3 September 2021, Groningen, The Netherlands (online
workshop).

4. Hiinfeld 2021: Workshop on Computer Simulation and Theory of Macromolecules, 23-24 April

2021, Gottingen, Germany (online workshop).
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