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Rezumatul etapei

- A 3-aetapa a acestui proiect are prevazute 3 activitati in vederea atingerii obiectivului

principal: Investigarea detaliata a conjugatilor GNP-oligonucleotide complexati cu Cas9

Articolul cu titlul “Size and surface coverage density are major factors in determining thiol
modified gold nanoparticles characteristics” a fost publicat in anul 2022 in revista Computational
and Theoretical Chemistry, iar articolul mentioneaza finantarea prin proiectul de fata. In acest
studiu, au fost investigate proprietatile structurale ale nanoparticulelor de aur functionalizate
utilizand simulari de dinamica moleculara pentru diferite densitati de acoperire a suprafetei.
Dimensiunea nanoparticulelor de aur si densitatea de acoperire a moleculelor pe suprafata
reprezinta elemente cheie utilizate in manipularea proprietatilor nanoparticulelor functionalizate,
factor esential pentru proiectarea rationala a unor vehicule de livrare bazate pe nanoparticule

functionalizate.

Rezultatele au fost comunicate la 1 conferinta internationala si 3 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/

nanoCrAuD Home Objectives Team Equipment Results

Objectives

The specific objectives of the project are:

01 Optimization of DNA loading on a range of GNP sizes in nanoparticle-
oligonucleotide conjugates.

Cas9 ribonucleoprotei
02 |n silico investigation of GNP-oligonucleotide conjugates complexed with I . B :

Cas? ribonucleoprotein as potential delivery nanovehicles.

Calculele intensive pe unitatile de procesare grafica de dinamica moleculara scaleaza foarte
bine au fost efectuate 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

Pentru a intelege cum interactioneaza . .
Glosar de editare genetica

nanomaterialele cu sisteme biologice, si
ARN/ADN - Acid ribonucleic / dezoxiribonucleic
sunt substantele de baza ale aparatului genetic
mare importanta intelegerea acestora la | Gena — secventa specifica de nucleotide in
ADN/ARN care indeplineste o anumita functie
Mutatie — modificare in materialul genetic
mecanisme sunt necesare pentru design- | Editare genetica — tehnica utilizata pentru a
modifica cu precizie o secventa genetica

CRISPR — grupuri de repetari scurte palindromice in
imbunatatite si impact negativ mai redus | ordine intercalata (secvente genetice folosite de
bacterii pentru a se proteja de virusi)

Cas — proteina asociata CRISPR

pentru sanatate (2). Din gama larga de | Ccas9 — proteina 9 asociata CRISPR (enzima care
foloseste secventele CRISPR pentru a taia lanturi
specifice de ADN complementare secventei CRISPR)
(GNPs) au fost exploatate pe scara larga | HDR - repararea directionata pe baza de omologie
(mecanism utilizat pentru a repara defectele in
lantul ADN)

bioimagistica datorita proprietatilor lor | sgRNA — ARN de ghidare monocatenar

atractive, care decurg din dimensiunea,

anume proteine sau acizi nucleici este de

nivel molecular (1). Studiile cu privire la

ul unor noi nanomateriale cu propietati

atat pentru mediul inconjurator, cat si

materiale diferite, nanoparticulele de aur

pentru livrarea la tinta a medicamentelor,

arhitectura si functionalizarea lor reglabile (3; 4; 5; 6; 7).

GNPs pot fi functionalizate usor in diferite forme si dimensiuni (8). Raportul mare suprafata/volum
permite functionalizarea facila cu diferite tipuri de liganzi (9). Acoperirea monostrat rezultata
modifica proprietatile fizico-chimice ale suprafetei nanoparticulei functionalizate . Prin urmare,
comportamentul GNPs determinat de proprietatile acoperirii monostrat (9). Prin utilizarea
moleculelor cu caracteristici specifice, proprietatile suprafetei sunt modificate pentru a controla
biocompatibilitatea, interactiunile preferentiale intre moleculele ligand, precum si ajustarea sarcinii

de la suprafata GNPs etc (10).

Terapia genica utilizeaza utilizeaza diverse strategii pentru a furniza gene sanatoase in celule cu
scopul de a trata, preveni sau vindeca bolile (11). Spre deosebire de vectorii virali, vectorii non-
virali prezinta citotoxicitate, imunogenitate si mutageneza scazuta. Vectorii non-virali, cum ar fi
nanoparticulele metalice prezinta avantaje multiple, fiind 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 (12; 13; 14). Nanoparticulele se prezinta in diferite forme, cele
sferice fiind utilizate pe scara larga datorita sintezei facile si capacitatii de a functionaliza usor

suprafata lor cu diversi liganzi (15; 16). Pentru a utiliza nanoparticulele functionalizate ca agent



terapeutic in domeniul medical, este necesara o molecula ligand, precum si o strategie de atasare

a acestuia pe suprafata (17).

Din cauza dimensiunii extraordinar de mici a nanoparticulelor, metodele experimentale prezinta

limitari (18). Din acest motiv, experimental este dificila intelegerea aprofundata a vehiculelor de

livrare bazate pe nanoparticule si a potentialului de a imbunatati design-ul GNP-urilor cu

aplicabilitate in biomedicina (18). Complementar, simularile de dinamica moleculara pot explica

mecanismele de baza ale sistemelor moleculare implicate la un nivel de precizie atomistic (19).

Dimensiunile si complexitatea sistemelor CRISPR/Cas9 necesare pentru a observa schimbarile

conformationale care stau la baza functiei CRISPR-Cas9 necesita modelarea la scara larga a acestui

sistem (20). Prin simulari de dinamica moleculara au fost determinate mecanismele moleculare

necesare pentru a proiecta vehicule eficiente de livrare CRISPR/Cas9-Gold.

2. PROGRAME SI MODELE UTILIZATE

VMD (21) - program de vizualizare 3-D utilizat pentru sisteme biomoleculare de mari dimensiuni.

NAMD (22) - 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 (23) — program de dinamica moleculara
utilizat pentru sisteme biomoleculare la nivel atomistic
si coarse-grained, utilizand o multitudine de campuri de
forte (CHARMM, GROMOS, AMBER, OPLS).

CHARMM (24) — 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 (25) — 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.

Fig 2.1 Maparea reziduurilor atomistice

in bead-uri coarse-grained



3. INFRASTRUCTURA TEHNICA

Deoarece sistemele 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, este necesara
utilizarea unor tehnici de simulare pentru accelerarea proceselor. Pentru efectuarea calculelor
paralele intensive au fost folosite programele de modelare/vizualizare moleculara NAMD si VMD.
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 unitatile de procesare grafica (GPU-uri), acestea fiind indispensabile in
accelerarea calculelor aferente sistemelor de interes. Au fost utilizate statiile de calcul

achizitionate in cadrul proiectului:

v' 1 Statie de calcul

v | / 'l
Procesor 2 x Intel Xeon 4210 10 Core/20 op | E
3 __lo]

Core HT, 2.2GHz RAM) si 2 placi grafice
(GPU 2 x GeForce RTX 2080 Ti, 11GB
GDDR6)

WIS

v' 1 Statie de calcul

Procesor 2 x Intel Xeon 4210 10 Core/20
Core HT, 2.2GHz RAM) si 1 placa grafica

(GPU 1 x GeForce RTX 2080 Ti, 11GB

GDDR6)
Fig. 3.1 Statii de calcul

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 si 2 placi grafice (GPU 1 x GeForce RTX 3070TI 8GB VRAM, DDR6, GPU 1 x GeForce RTX
3080TI 10GB VRAM, DDR6



4. DETALII DE MODELARE SI IMPLEMENTARE

In acest proiect, am imbinat diferite metode de simulare a sistemelor biomoleculare si algoritmi
pentru a acoperii 0 scala de timp relevanta pentru a descrie interactia ribonucleoproteinei Cas9,
atat cu nanoparticulele functionalizate, cat si cu acizii nucleici. Am implementat o abordare de
modelare multiscalara, folosind datele structurale 3D obtinute experimental pentru a construi
sistematic modelele semi-atomistice care descriu acelasi sistem pe scale de timp si lungime. Am
utilizat simulari de dinamica moleculara. Am folosit simulari de dinamica moleculara pentru a
studia sistemul format din conjugati GNP-oligonucleotide complexati cu ribonucleoproteina Cas9.
Activitate 3.1 - Constructia sistemelor aferente conjugatilor GNP-oligonucleotide complexati cu
ribonucleoproteina Cas9

Secvente necesare pentru simularile de dinamica moleculara a conjugatilor GNP-oligonucleotide
complexati cu ribonucleoproteina Cas9:

Tiol-ssADN /5ThioMC6-D/AAATTCTGACAGATATTTCTGGCATATTTC

ssADN donor
TGATATGAATGAAACTCATCAAATATGCGTGTTAGTGTAAATGAACTTCTATTTAATTTTGAGGCTCTGCAAA
GTTCTTTAAAGGAGCAGCAGAATGGCTTCAACTATCTGAGTGACACTGTGAAGGAGATGGCCAAGAAAGC
ACCTTCAGAAATATGCCAGAAATATCTGTCAGAATTT

mdx sgARN
GATCCTAATACGACTCACTATAGGTCTTTGAAAGAGCAATAAAAGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAA
AATAAGGC

mdx target ssSADN 5. AGTTCTTTGAAAGAGCAATAAAATGGCTTC...3’

Regiunea target este adiacenta la TGG — PAM motif

Constructia GNP decorate cu lanturi ADN modificate
tiolic

1. Nanoparticule de aur

In constructia nanoparticulelor am folosit un model
icosaedric, care prezinta fete (1,1,1), fiind aproape sferic
(26). Acest invelis exterior de tip Mackay a fost utilizat
deoarece structura nanoparticulelor este energetic mai

favorabila (27). Am construit nanoparticule de aur de

diferite dimensiuni cu diametre de 5, 10, respectiv 15 nm

(vezi Fig. 3.1). Fig. 4.1 Nanoparticule de aur



2. Nanoparticule de aur modificate tiolic
Monostratul utilizat in acoperirea nanoparticulelor de
aur este alcatuit din molecule tiol care au compozitia
chimica S-[CH2]>-CHs. Atomii de sulf aferenti
moleculelor de tiol se leaga covalent de atomii de aur
de suprafata ai nanoparticulei de aur, fiind 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 (28; 29). Fig. 4.2 Nanoparticule de aur

3. Nanoparticule de aur functionalizate DNA - .
modificate tiolic

Structura atomistica initiala a lanturilor ADN 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. Lanturile ssADN modificate cu tiol (ssADN-tiol) au fost legate de
atomii de la suprafata nanoparticulei. Au fost construite nanoparticule functionalizate de diferite
densitati de acoperire a suprafetei,
considerand diametre diferite ale acestora.

Modelarea pur atomistica a nanoparticulelor
functionalizate in solutie nu este realistica la
nivelul actual de putere computationala, prin
urmare utilizarea modelelor semi-atomistice
devine necesara. In aceasta abordare, un
grup de atom reprezinta un site de interactie
reducand astfel numarul de grade de
libertate in timpul modelarii si permite
simularea unor sisteme de mari dimensiuni.
Cu ajutorul structurilor atomistice a
nanoparticulelor de aur functionalizate cu

ADN am construit fisierele aferente

structurilor coarse-grained necesare pentru ) ) ) )
Fig. 4.3 Nanoparticule de aur functionalizate

efectuarea simularilor de dinamica



moleculara. Au fost construite nanoparticule functionalizate de diferite densitati de acoperire a

suprafetei, considerand diametre diferite ale acestora.

4. Nanoparticule functionalizate cu ADN hibrid
Lantul ADN modificat cu tiol (ssADN-tiol) si secventa de ADN donor au fost determinate pe baza
sgARN. In constructia nanoparticulelor de aur functionalizate s-a realizat hibridizarea secventelelor

complementare ale lanturilor AND: ssADN-tiol, ADN donor.

Fig. 4.3 Nanoparticula de aur functionalizata cu ADN hibrid

5. Ribonucleoproteina Cas9
A fost extrasa din baza de date Protein Data Bank, structura 3-D 5FQ5.pdb, obtinuta prin
cristalografie de raze X (30). Utilizand secventa proteica a Cas9 in format FASTA am inlocuit partile
lipsa din structura cristalina a proteinei. Pentru obtinerea coordinatelor lipsa am folosit Interfata
Modeller (31) din programul
Chimera (32). Extragand
coordonatele din structurile
atomistica a ribonucleoproteinei

Cas9, respectiv. am construit

fisierele aferente structurilor

efectuarea simularilor de dinamica  Fig 4.4 Ribonucleoproteina Cas9 (rosu) si sgRNA (galben)

moleculara.



Activitate 3.2 - Investigarea prin simulari de dinamica moleculara a conjugatilor GNP-
oligonucleotide complexati cu ribonucleoproteina Cas9

Simulari atomistice

Simularile atomistice au fost realizate utilizand programul NAMD 2.13 (22). Pentru toate simularile
a fost folosit campul de forte CHARMM?36 (24) si campul de forte INTERFACE (33). Toate simularile
MD au fost realizate in ansamblul NPT. Pentru particulele de apa a fost folosit modelul TIP3P (24)
si au fost adaugati ionii de Cl- si Na+ cu o concentratie de 150 mM. Controlul temperaturii a fost

realizat termostatul Nose-Hoover (22), iar presiunea utilizeaza barostatul Parrinello-Rahman (22).

In toate simularile am utilizat pasul de integrare de
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2 fs, distanta de taiere folosita a fost de 12 A, iar ‘L- v; S G AR W

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) (22). Conditii la limita Fig. 4.5 Sistem atomistic solvatat

periodice au fost folosite in toate sistemele.

Simulari coarse-grained

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 (25). 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. Sistemele coarse grained au
fost solvatate (apa MARTINI (25)) si neutralizate cu ajutorul ionilor de sodiu si clor pentru a avea

concentratia molara de 0.15 mol/L.



Fig. 4.6 Sistem coarse grained solvatat

Campul de forte MARTINI (25) a fost folosit in toate simularile coarse-grained. Programul Gromacs
versiunea 2019 (23) a fost utilizat in toate simularile efectuate, folosind un pas de integrare de 10
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 sistemelor.

Sinteza simulari de dinamica moleculara realizate:
1. simulari atomistice nanoparticule modificate tiolic
2. simulari coarse-grained nanoparticule functionalizate DNA
3. simulari coarse-grained nanoparticule functionalizate DNA hibrid
4. simulari atomistice Cas9, respectiv Cas9/sgRNA
5. simulari coarse-grained proteina Cas9/sgRNA
6. simulari coarse-grained nanoparticulei functionalizate DNA hibrid in interactie cu proteina

Cas9/sgRNA



Activitate 3.3 - Analiza comportamentului structural al complexului CRISPR/Cas9-GNP

a) b)

Fig. 4.7 Proteina Cas9: a) Reprezentare atomistica cu sfere Van der Waals a proteinei Cas9 (RuvC —
verde, Bridge helix — rosu, Rec | — albastru, Rec Il — galben, HNH — gri si PAM interacting - cyan); b)
Reteaua de legaturi de hidrogen a proteinei Cas9 identificate cu ajutorul interfetei Bridge2 (34),
legaturile de hidrogen fiind reprezentate cu linii negre .

Functia catalitica si legarea proteinei Cas9 este mediata de un numar redus de rezidu-uri

functionale care mentin structura proteinei. In continuare, sunt prezentate instrumente de analiza

pentru identificarea site-urilor functionale.

Proteina Cas9 leaga structura sgARN prin diferite site-uri de interactie, aflate in domenii diferite -
reprezentate in culori diferite in Fig. 4.7 a). Procesul exact de legare al sgRNA de proteina Cas9 nu
e cunoscut, dar exista o schimbare conformationala majora la legarea acestuia care produce
activarea Cas9. Retelele mediate de molecule de apa intre diferite parti ale proteinei Cas9 sunt
esentiale pentru intelegerea dinamicii conformationale si functionarii ribonucleoproteinei. Din
acest motiv au fost identificate retelele de legaturi de hidrogen si interactii hidrofobice - vezi

Fig.4.7 b).

Au fost identificate legaturile de hidrogen predominante (vezi Fig. 4.8), iar analizele de centralitate
(grad de centralitate - numarul de muchii care se conecteaza direct la nod) ne-au permis sa
clasificam RuvC, Bridge helix, Rec | , Rec Il , HNH si PAM interacting in functie de importanta
relativa pentru conectivitate (vezi Fig. 4.8). Cu ajutorul acestor grafice a fost realizata o imagine de
ansamblu a proteinei Cas9, unde dinamica structurala este necesara in constructia retelelor dintre

motivele functionale.
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Fig. 4.8. Histograma legaturilor de hidrogen obtinuta cu plugin-ul MD Statistics din Bridge2 (34)

In Fig. 4.9 este reprezentata reteaua de legaturi de hidrogen unde sunt colorate in verde si gri
domeniile proteinei Cas9, RuvC si respectiv HNH. Aceasta grupare a fost identificata prin analiza de
legaturi de hidrogen - vezi Fig. 4.9 a), iar legatura de hidrogen selectata E989 - K900.

a)
Fig. 4.9 Locatia unei retele de legaturi de hidrogen a proteinei Cas9: a) Legatura de hidrogen
selectata E989 - K900, unde side-chain-urile selectate ale proteinei Cas9 sunt colorate in verde si
gri aferente RuvC si HNH; b) Reprezentare atomistica NewCartoon a RuvC si HNH, precum
pozitionarea legaturii de hidrogen; c) Zoom pozitionare legatura de hidrogen E989 - K900.
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Fig. 4.10. Root Mean Square Deviation (RMSD) descrie stabilitatea structurala a atomilor/bead-
urilor proteinei Cas9 in cadrul simularilor multiscalare de dinamica moleculara a
ribonucleoproteinei. Am realizat modelara multiscalara a complexului, folosind datele structurale
3D obtinute experimental pentru a construi sistematic modelele semi-atomistice care descriu
acelasi sistem pe scale de timp si lungime diferite

Modelarea exclusiv atomistica a nanoparticulelor functionalizate cu lanturi ADN impreuna cu
ribonucleoproteina Cas9, ioni si solvent nu este realistica avand in vedere puterea de calcul
actuala. Astfel, a fost necesar sa utilizam modele coarse-grained pentru a simula sistemul
compact. Au fost validate modelele coarse-grained (vezi Fig. 4.10) urmarind consistenta datelor
structurale (am urmarit ca simularile coarse-grained sa produca aceleasi rezultate ca simularile
atomistice pentru componentele sistemului, ribonucleoproteina si nanoparticule functionalizate
cu lanturi ADN). Au fost testate componentele sistemului separat, ribonucleoproteina Cas9 si
nanoparticulele functionalizate cu lanturi ADN hibridizat, pentru a realiza integrarea metodelor

pentru sistemul compact.

O limitare majora a programelor de dinamica moleculara ca GROMACS pentru acest studiu este
incapacitatea de a trata realist interactiunile electrostatice de distanta lunga in modelele coarse-
grained, care sunt necesare pentru a modela nanoparticule functionalizate de dimensiuni mari in

solutie. In concluzie, in aceasta directie este necesara dezvoltarea ulterioara a metodologiei.



Fig. 4.11 Graful de conectivitate dintre bazele azotate ale ADN-ului donor si aminoacizii aferenti
ribonucleoproteinei Cas9 (DA — adenina, DC — citozina, DG — guanina, DT - timina) in cadrul
complexului CRISPR/Cas9-GNP. Cifrele de pe muchii reprezinta numarul contactelor dintre o baza
azotata si un aminoacid

Pentru a avea o imagine de ansamblu la interactia dintre ADN donor si proteina Cas9 am
reprezentat graful de conectivitate dintre bazele azotate ale ADN-ului donor si aminoacizii aferenti
ribonucleoproteinei Cas9 (vezi Fig. 4.11). Suprafata proteinei Cas9 aflata in contact cu lantul ADN
donor atasat de nanoparticula functionalizata este reprezentata in Fig. 4.11 in culoare verde. In
urma analizei simularilor de dinamica moleculara, proteina si lanturile ADN aferente
nanoparticulei functionalizate prezinta o interactiune puternica si prezinta contacte specifice,
preponderent bazele azotate: adenina si guanina. In urma analizei grafului de conectivitate,

putem observa ca interfata este dominata de rezidu-uri hidrofilice.

Pentru a studia comportamentul structural al complexului CRISPR/Cas9-GNP am identificat
propietati fizico-chimice, care reflecta abilitatea nanoparticulelor functionalizate de a forma
complecsi cu proteine (hidrofobicitate, capacitate de legare, etc.). Abordarea multiscalara de
modelare ne-a permis sa identificam o parte din mecanismele moleculare relevante in proiectarea

unor vehicule eficiente de livrare CRISPR/Cas9-Gold.



5. CONCLUZII ETAPA

1. Au fost dezvoltate modelele coarse-grained ale nanoparticulelor functionalizate adecvate
pentru modelarea complexului CRISPR/Cas9-GNP in conditii fiziologice. Abordarea de
modelare multiscalara a fost impartita in 3 etape:

a. Constructia modelelor ribonucleoproteinei Cas9 bazate pe datele structurale 3D
obtinute experimental

b. Simulari multiscalare de dinamica moleculara a ribonucleoproteinei Cas9

c. Modelarea conjugatilor GNP-oligonucleotide hibridizati cu ADN in interactie cu
ribonucleoproteina Cas9

2. Metoda de simulare dezvoltata prezinta o imbunatatire majora a viteza de calcul, cu cel
putin un ordin de marime mai rapida in raport cu simularile atomistice. Elementele
complexului CRISPR/Cas9-GNP au fost investigate separat, iar integrarea completa a
metodelor ne-a permis studiul acestui complex de mari dimensiuni.

3. Am identificat si calculat noi descriptori fizico-chimici, care reflectd capacitatea
nanomaterialelor de a forma complexcsi cu biomolecule (hidrofobicitate si capacitate de
legare a aminoacizilor).

4. Constructia acestui cadru general a pornit de la un studiu de caz privind distrofia
musculara, dar metodologia dezvoltata poate fi aplicata direct pentru alte tipuri de gene
tinta, deoarece modelarea noastra se bazeaza pe principiile fizice ale interactiunilor
moleculare.

5. nanoCrAuD ofera o noua strategie de screening, reducand nevoia de testare in vivo, pentru
a identifica implicatii asupra bolii. Mai mult, am identificat cateva puncte slabe ale
abordarilor computationale existente, daca sunt aplicate la interfata bio/nano, si am
sugerat solutiile, care pot servi ca baza pentru dezvoltarea unor instrumente inteligente de

evaluare a nanoparticulelor functionalizate.
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