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Scopul lucrarii

Scopul studiilor cuprinse in aceasta teza de doctorat a fost in primul rand acela de a
dezvolta si implementa tehnici speciale de modelare si simulare biomoleculara adaptate
studierii interactiilor si efectelor induse de proteine asupra acizilor nucleici, in procese biologice

vitale precum: recombinarea somatica, decatenarea si degradarea ARN-mesager; procese aflate



printre temele cele mai importante, si intens studiate de nenumarate grupuri de cercetare de top,
din universitati de prestigiu si care se intind pe perioade de zeci de ani.

¢ Recombinarea somatica sau V(D)J - Variable, Diverse, Joining - este un proces extrem

de important pentru raspunsul imun al organismului la factori externi (ex. antigeni)
care pot afecta integritatea sa si are rol in codificarea zonelor hipervariabile din
imunoglobuline si Tn receptorii de celule T. Investigatiile noastre s-au concentrat aici,
in special pe modelarea structurala a principalelor proteine si fragmente genice
implicate Tn acest mecanism, in speta proteinele RAG1 si RAG?2 si fragmentele 12RSS
s1 23RSS, si a avut ca scop intelegerea mecanismului de actiune a acestor tipuri de
proteine in interactia cu structurile ADN. Mutatiile, sau alti factori care afecteaza buna
conduita a acestor proteine, cauzeaza o serie de boli autoimune care, de cele mai multe
ori sunt letale.

e Decatenarea si relaxarea ADN-ului cromozomial suprardsucit, este un mecanism
molecular esential intalnit ntr-o serie de procese precum replicare, transcriptie,
reparare de ADN, ciclu celular. Studiul s-a concentrat pe modelarea structurilor si
analiza mecanismului de actiune al celor doua izoforme de topoizomeraza umana de
tip II (topo Ila si topo 1If) in controlul punctului de control de decatenare dar si pentru
a intelege implicarea lor in suprarasucirea ADN-ului. Aceste doua proteine sunt vitale
in functionarea in conditii normale a celulei iar mutatiile sau factorii care le afecteaza
functia, duc la implicarea acestora intr-o serie de boli precum cancerul, fiind astfel
intens studiate pentru dezvoltarea de medicamente.

e Reglarea expresiei genice prin procesul de degradare a ARN-ului mesager. Studiul in
aceasta directie s-a concentrat pe modelarea si analiza mecanismului de actiune al
proteinei DcpS, cu rol 1n fragmentarea capetelor de ARN mesager, ulterioara
indepartarii cozii poly(A) prin procesul de deadenilare. In acelasi timp a fost studiati
capacitatea de legare a diversi compusi (posibil terapeutici) analogi structurii
nucleotidei metilate de la capatul 5' al moleculei de ARN mesager, raportat la situsul
activ al proteinei DcpS.

Tn plus, investigarea acestor importante sisteme a fost un bun prilej de a dezvolta sau de
aimbunatati o serie de metode de calcul mai generale, care sa fie, de altfel, de ajutor in viitoarele
modelari de structurd de proteine si acizi nucleici. Astfel, am pus la punct o metoda de indoirea
a fragmentelor de ADN prin intermediul simularilor de dinamica moleculara. Am imbunatatit,
de asemenea, metodele de modelare a proteinelor prin inglobarea de informatii multiple ce tin

de predictii (de structura secundara, de dezordine, de modificari posttranslationale, etc.), de



punerea la punct a unor profile de sarcina si variabilitate intre specii. Am imbunatatit analiza
modelelor dar si a simuldrilor de dinamicd molecularda a acestora, prin dezvoltarea de
programe/script-uri scrise in limbaje de programare precum AWK, Tcl, care sa calculeze
deviatii standard intre structuri de proteine, distante intre tipuri de atomi, care sd creeze
distributii de valori ale unghiurilor de torsiune n proteine, care sa analizeze baze de date de
secvente, etc. In esentd, dezvoltarea tuturor acestor programe are rolul de a simplifica analize
de date care, in lipsa lor, ar putea dura ore sau chiar nenumarate zile de lucru; si de asemenea
acopera segmente de cercetare pentru care nu s-au dezvoltat astfel de instrumente. Toate acestea

sunt incluse in lucrdrile stiintifice si capitolele de carte publicate.

INTRODUCERE GENERALA SI METODE

Metabolismul celular depinde de mii de interactii si reactii coordonate intre ele in spatiu si timp,
dependente atat de instructiunile genice cat si de mediul de operare. Efectorii acestui intreg
complex sistem sunt proteinele, de a caror structura si dinamica intricata depinde intreaga
functionalitate a sistemului biologic.

In scurta introducere de mai jos sunt prezentate sumar principalele concepte si tehnici

structurale ce stau la baza investigarii sistemelor proteina-ADN ce fac obiectul prezentei lucrari.

Structura proteinelor
Proteinele sunt lanturi polimerice lineare formate din 20 tipuri de aminoacizii (aa) insiruiti in
secvente de zeci, sute sau mii de unitati. Informatia referitoare la secventa este codificata in
genom; iar in functie de nevoi aceasta este transcrisa si tradusa in lant proteic pe ribozomi in
timpul procesului de biosinteza (Alberts et al., 2008; Berg et al., 2011). Concomitent cu
biosinteza, chiar in timpul elongari, lantul proteic incepe sa se organizeze spatial sub un control
strict celular intermediat de proteine de asistentd numite chaperoane (Hartl et al., 2011).
Procesul de impachetare 3D a lantului proteic si aducerea sa la forma nativa, functionala, poarta
numele de pliere, si in functie de complexitatea lantului poate dura chiar ore dupd terminarea
biosintezei (Dill si MacCallum, 2012; Rognoni et al., 2014). Forma finala, functionala a unei
proteine poate contine zone ordonate, cu structura 3D bine precizata precum si zone intrinsec
dezordonate in care lantul polipeptidic adopta configuratii multiple. Experimental, structura
domeniilor pliabile, cu organizare 3D bine precizata poate fi determinata prin cristalografie de

raze X (Van Benschoten et al., 2016), rezonanta magnetica nucleara (Ma et al., 2015) sau mai



recent criomicroscopie electronica (Fernandez-Leiro si Scheres, 2016). Aceste tipuri de
experimente structurale sunt extrem de complexe, costisitoare si consumatoare de timp, motiv
pentru care numarul structurilor determinate pana in prezent este sub 150.000, cu aproximativ
trei ordine de marime mai mic decat cel al secventelor cunoscute (Finn et al., 2017; Dawson et
al., 2017). Datorita importantei cruciale pe care cunoasterea structurii 3D o are in intelegerea
bazelor moleculare ale vietii Tn ultimii 20-30 de ani, eforturi sustinute au fost dedicate analizei
si organizarii datelor structurale consacrate prin aparitia bioinformaticii structurale (Samish et
al., 2015). Daca secventa polipeptidica este in genere cunoscutd si sub numele de structura
primara a proteinei, analiza impachetarii lanfului proteic mai identifica inca trei nivele
structurale, specifice organizarii spatiale: structura secundara, tertiara si cuaternara. Structura
secundara se refera la conformatia locala a lantului polipeptidic - care poate fi repetitiva,
stabilizata prin punti de hidrogen (HB) sau nonrepetitiva, stabilizata sau nu de punti de hidrogen
(Nelson si Cox, 2004). Modul in care elemente de structura secundara se grupeaza in spatiu pe
portiuni de secventa mai lungi formeaza asa-numitele motive structurale sau structura super-
secundard; iar aranjarea generald a tuturor atomilor din proteina, incluzand si contacte intre
aminoacizi care se afla la distanta mare unul fatad de altul in secventa, reprezinta al treilea nivel
de organizare, cel de structura tertiara. Al patrulea nivel de organizare este dat de structura
cuaternard. Structura cuaternara consta in aranjarea intr-un singur complex a mai multor lanturi
polipeptidice / subunitati care pot fi similare (homo-oligomeri) sau diferite (hetero-oligomeri).
Subunitatile interactioneaza intre ele si pot forma de exemplu situsuri active in proteina, pot fi
implicate in interactiunea cu alte proteine. Tinand cont de toate aceste niveluri de organizare,
proteinele pot fi clasificate in doud mari grupe: - proteine fibrilare (lanturile polipeptidice sunt
aranjate sub forma de fasii lungi); - proteine globulare (lanturile polipeptidice sunt pliate in

forma globulara sau sfericd) (Nelson si Cox, 2004).

Structura acizilor nucleici - Structura ADN-ului
Intr-o celuld, moleculele care poarti informatia sunt de douad tipuri: ADN (acid
deoxiribonucleic) si ARN (acid ribonucleic), construite pe baza unor unitati esentiale numite
nucleotide (Lodish et al., 2003). ADN-ul este molecula de baza a fiecarei celule, se gaseste in
nucleul celulei la eucariote, iar pentru a-si executa functia purtatoare de informatie, trebuie sa
faca mai mult decat sa se copieze pe sine, fiind astfel implicat in ghidarea sintezei celorlalte
molecule din celuld, in primul rand ARN si proteine (Lukacs et al., 2000). Deteriorarea ADN-

ului (sub actiunea radiatiilor X, UV sau a anumitor agenti chimici precum speciile reactive de



oxigen) sau mutatiile (care pot sd apara si sa duca la aberatii cromozomiale in timpul separarii
cromozomiale) pot cauza diverse tipuri de cancer, moarte celulara sau imbatranire
(Hoeijmakers, 2001).

Structura tridimensionala a ADN-ului consta in doua catene, rasucite impreuna pentru a forma
asa-numita structura de elice dubla (Alberts et al., 2008).

Scheletul laturilor ADN-ului este dat de gruparile fosfat-glucid (aflate spre exteriorul dublei
elice) ale nucleotidelor adiacente legate impreuna, iar laturile sunt tinute impreuna cu ajutorul
legaturilor de H care se formeaza intre bazele complementare, aflate Tn interiorul dublei elice
(Berg et al., 2011).

Stabilitatea structurii de elice dubla a ADN-ului se datoreaza in principal influentei a doi factori:
asocierea intre bazele din catenele complementare (prin intermediul legaturilor de H si
interactiilor hidrofobe intre baze) si interactiei de stacking dintre bazele adiacente, care la randul
lor sunt influentate de temperatura de topire si de concentratiile de saruri (Yakovchuk et al.,
2006) mai ales datorita cationilor, care pot neutraliza sarcinile negative ale gruparilor fosfat
(Zhang et al., 2015).

Carbonul C3' din unitatea glucidica este conectat printr-0 grupare fosfat la carbonul C5' a
urmatoarei unitati glucidice. Legatura astfel formata se numeste legatura fosfodiester 3'-5' (Pratt
st Cornely, 2013). Toate catenele de ADN sunt citite de la capatul 5' la capatul 3', unde capatul
5' se termind cu o grupare fosfat iar capatul 3' se termind cu o unitate glucidicd (Koolman si
Roehm, 2005). Fiecare unitate este legatd covalent prin atomul C1' la una din cele 4 baze
posibile (la atomul N1 din pirimidine sau la atomul N9 din purine) printr-o legatura N-p-
glicozidica (Nelson si Cox, 2004). Bazele sunt orientate perpendicular la axa elicei; sunt
hidrofobe in directia perpendiculara la planul bazelor (astfel nu pot forma legaturi de H cu apa)
(Kuriyan et al., 2013) in timp ce exteriorul ADN-ului este incarcat negativ. Datorita formei sale
de dubla elice, de-a lungul lungimii moleculei de ADN se formeaza doud cavitdti, numite
canelura minora si canelura majora (Pratt si Cornely, 2013) care sunt implicate in interactia
cu o serie de proteine printre care si factori de transcriptie (Privalov et al., 2007). Catena 5'-3'
se numeste catend sens, In schimb catena 3'-5' se numeste catena anti-sens (Koolman si Roehm,
2005).

Exista trei forme de ADN (A-, B- si Z-) din care cea mai des intalnita structura este cea B-ADN
- care, in functie de anumiti factori, poate adopta formele A-ADN (in conditii de hidratare
scazutd) sau Z-ADN (avand concentratie crescutd de regiuni GC in secventd) (Koolman si

Roehm, 2005).



Molecula de ADN nu este o structura rigida - in realitate, fiecare dintre aceste tipuri de structuri
se afla intr-o continua fluctuatie termica, interactii cu alte molecule (ex. proteine, molecule de
apd), interactii cu ioni - toate acestea duc la rasuciri locale, Intinderi, indoiri sau desfaceri ale

catenelor, etc (Westman, 2006).

Metodi inovativa - Generarea modelelor de coarse-grain de indoire a
fragmentelor de ADN - studiu de caz: ADN-urile 12RSS si 23RSS din

recombinarea V(D)J

Distantele masurate prin FRET (intre fluorofori atasati de diverse baze de ADN) de cétre
colaboratorii nostri de la Yale School of Medicine, sugereaza ca in cazul formarii complexului
PC (23+12RSS) din cadrul recombinarii V(D)J, fragmentele de ADN 12/23RSS sunt puternic
indoite de catre complexul proteic RAG1/2+HMGB1/2. Pentru a modela curbura ADN-ului in
conformitate cu constrangerile FRET observate experimental este nevoie de impunerea unor
constrangeri inegale pe doud parti opuse ale ADN-ului. In ADN-ul liniar de formi B,
periodicitatea este de 10.5 baze per tura iar distantele medii dintre atomii echivalenti ale celor
doui catene antiparalele este de 20A si de 14A de-a lungul canelurilor majore, si respectiv
minore (Ciubotaru et al., 2013). Modelul de coarse-grain pe care l-am dezvoltat in cadrul
acestei teze Impreuna cu colegii mei, presupune indoirea usoara a ADN-ului pe baza unor serii
de constrangeri de distantd armonice, impuse gradual si inegal pe canelurile majore si minore,
astfel incat sa afecteze parametrii tilt si roll, discutati in capitolul I de Introducere generala.
Pentru ca structura ADN-ului sa nu devieze de la forma B intr-o forma neregulata, am pus
constrangeri de distanta si pe parametrii 6, o si K (corespunzatori deschiderii perechilor de baze,
parametrului propeller twist si respectiv a indoirii perechilor de baze). Astfel, pe o parte a elicei
dublu-catenare am impus o serie de constrangeri de distantd mai mari pe ambele tipuri de
caneluri (cu aproximativ 10% intre reziduurile n, n+10, etc.) pentru a forta o usoara departare
intre bazele de pe partea convexa a indoiturii, iar pe cealaltd parte a ADN-ului am impus
constrangeri de distantd cu aproximativ 10% mai mici pe ambele tipuri de caneluri (intre
reziduurile n+5, n+15, etc.).

Aceasta metoda o voi discuta mai in detaliu in capitolul de rezultate dedicat recombinarii V(D)J.



REZULTATE
RECOMBINAREA V(D)J. COMPLEXUL PROTEIC RAG1/2

Pana de curand nu se stiau prea multe despre structurile fragmentelor de ADN recombinant
12RSS si 23RSS in complex cu proteinele RAG, si mecanismul in detaliu al modului lor de
actiune. Pentru a adresa aceastd problemad, primul pas 1n rezolvarea acestui ’puzzle” a fost sa
generam modele structurale teoretice pentru cele doud RSS-uri pe baza de date experimentale
FRET primite de la colaboratorii nostri de la universitatea Yale, dar si modele pentru situsul
catalitic din RAG1 si domeniul de tip B-propeller al RAG2.

ADN-ul 23RSS de forma B, pe care |-am folosit pentru modelare, contine o secventd de
nucleotide de 65 de perechi de baze, fiind format dintr-o zona de 16 perechi de baze ce codifica
pentru zonele hipervariabile din receptorii de antigene, un heptamer de 7 perechi de baze, un
”spacer” de 23 perechi de baze, un nonamer de 9 perechi de baze si un scurt fragment de 10
perechi de baze ce nu sunt implicate in codificare. ADN-ul 12RSS de forma B, pe care I-am
folosit, contine o secventa de 59 de perechi de baze, cu mentiunea ca singurele deosebiri fata
de ADN-ul 23RSS se regasesc in zona spacer-ului (acesta avand o lungime de 12 perechi de
baze) si in regiunea care nu codificd (aceasta zona are 15 perechi de baze), pe cand celelalte trei
zone sunt identice cu cele din 23RSS.

Primul pas in modelarea structurilor de ADN 23RSS si 12RSS a fost generarea unei structuri
3D, pe baza secventelor celor doua RSS-uri, extinse pentru fiecare din cele doua, folosind
programul NAB (Macke si Case, 1998) care face parte din suita software AMBER (Salomon-
Ferrer et al., 2013).

Pe baza acestor structuri extinse de RSS, urmatorul pas a fost cel in care am pregatit fisierele
de input necesare proceselor de minimizare de energie si dinamica moleculard (MD) de “calire”
simulata Generalized Born (GB), asemenea celor descrise la capitolul de Metode. Pentru
inceput, In pregatirea fisierelor de input am folosit programul xLEaP din Amber9 - am generat
fisierele de topologie si coordonate, am adiugat atomii de H si ionii de Mg?* la structura ADN-
ului, folosind parametrii pentru proteine si acizi nucleici din campul de forte ff99SB (Hornak
et al.,2006). Apoi am folosit programul ambpdb din Amber9 (Case et al., 2006) pentru a face
conversia fisierelor obtinute din Amber la formatul de tip .pdb.

In pasul urmitor am pregitit fisierele de constrangeri. Pentru pastrarea caracterului de ADN de
forma B am folosit: a) constrangeri pe unghiuri diedre - doua tipuri de constrangeri unghiulare
aplicate pe perechile de baze, ca sa fie pastrata planaritatea acestora; b) constrangeri de distanta,

de tip Watson-Crick, pe legaturile de H dintre bazele de ADN - pentru a nu permite separarea



catenelor; c) constrangeri de distanti pe ionii de Mg?* - in care am inclus distantele dintre ioni
si atomii de P din scheletul de fosfati ai ADN-ului, astfel ncat ionii de Mg?* si rimani la o
distantd optima fata de ADN, si sa nu perturbe structura sa locald, dar nici sd nu fie prea departe

de ADN in asa fel Incét sa nu exercite nici o influentd asupra acestuia.

constrangeri caneluri majore - 12/23RSS

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53
Baze

constringeri caneluri minore - 12/23RSS

. < < < < <
N SN SN SN SN S
SN N N N 4

5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59
Baze

Fig. 111.3 Constrangerile de distanta pe canelurile
majore si minore in ADN-urile 23RSS si 12RSS

Pe langa aceste constrangeri am mai aplicat constrangeri de distantd inegale si periodice (Fig.
I11.3) pe canelurile minora si majora, de altfel foarte importante pentru generarea modelului
coarse-grain de indoire a ADN-urilor. Aceste constrangeri fac parte dintr-o metoda inovativa
dezvoltata in cadrul laboratorului, discutata si in capitolul de Metode.

Simularile au fost efectuate pe un sistem de calcul de 1naltd performanta (HPC) Bull NovaScale
R422/R423 HPC-cluster, 32 nuclee CPU. Nu in ultimul rand am efectuat si simulari ale
modelelor finale Tn solvent explicit, folosind programul NAMD (Phillips et al., 2005).
Modelul rezultat pentru ADN-ul 23RSS in PC arata ca molecula de ADN este puternic indoita
sub forma literei ”U”, cu “spacer”’-ul ocupand baza lui ”U” iar celelalte zone din ADN (ex.

heptamer, nonamer) aflandu-se pe bratele lui ”U” (Fig. 111.5.A), plecand de la o distanta de



aproximativ 220A 1intre capetele ADN-ului (in forma extinsid a acestuia) si ajungand la
aproximativ 77A intre capetele sale (in forma indoitd). In cadrul modelului se observa mai
multe indoituri distincte, dintre care 4 cele mai evidente se gasesc la interfata dintre portiunea
ce codificd si heptamer (51°, unghi exterior); interfata dintre heptamer si spacer (44°); centrul
spacer-ului (49°) si interfata dintre spacer si nonamer (55°) (Fig. 111.5.B) (Ciubotaru et al.,
2013). Mai mult decat atat, este interesant ca atunci cand sunt reprezentate pe model situsuri de
interactie (observate experimental prin procedura de interferenta de etilare) intre RAG si ADN
in complex SC, majoritatea contactelor se gasesc pe suprafata interioara (concava) a ADN-ului.
Tn contrast, situsurile cu sensibilitate la Deoxiribonucleaza I in complex SEC, se regisesc
predominant pe suprafata convexa (spre exterior) a ADN-ului. E de tinut cont ca aceste din
urma situsuri se gasesc In imediata apropiere a indoiturilor cele mai evidente din spacer si

indoiturilor de la interfata dintre spacer si nonamer (Fig. 111.5.C).

Fig. 111.5 Model final de indoire a ADN-ului 23RSS
A. Constrangeri FRET; B. Indoiturile principale din 23RSS; C.
Situsurile de etilare (negru) si hipersensibilitate (verde)



Analiza modelului de ADN-23RSS indoit arata cd majoritatea distantelor din model sunt in
conformitate cu cele misurate in FRET. Tn plus, modelul a fost validat ulterior prin noi
experimente de FRET.

Metoda de Tndoire a ADN-ului 12RSS a fost similara cu cea de indoirea a ADN-ului 23RSS.

Proteina RAG2, alaturi de RAGI, este o componenta a complexului proteic RAG, complex ce
mediazi faza de tiiere a ADN-ului in timpul recombinarii somatice (sau V(D)J). In cadrul
complexului, RAG2 nu reprezintd componenta catalitica, acest rol fiind jucat de catre RAGI,
insd RAG?2 este necesara pentru activitatile catalitice mediate de RAG1.

RAG?2 are o lungime de 527 de aminoacizi si este impartita in doud mari regiuni: un domeniu
central N-terminal (1-383aa) care este necesar pentru reactia de recombinare, si un al doilea
domeniu C-terminal (384-527) care nu este esential (Elkin et al., 2005). Se stie ca domeniul
central adoptd o structurd de B-propeller, ce reprezintd un motiv structural foarte intalnit la
multe proteine.

Initial colaboratorii de la Yale ne-au pus la dispozitie secventa proteinei RAG2 umane (Homo
sapiens) pentru care am generat primul model de omologie iar apoi, pe baza acestuia, am
generat un model pentru proteina RAG2 de la soarece (Mus musculus). La momentul generarii
modelului de RAG2 nu existau informatii referitoare la structura tridimensionala (ex. date de
cristalografie de raze X, RMN) a acestui domeniu.

Pentru generarea modelului de RAG2 am luat in considerare primii 351aa din secventa. Pe baza
acestei secvente s-au efectuat predictii de structura secundara, predictii de dezordine, profiluri
de sarcind dar si cautdri de proteine similare, “sablon”, ale cdror structura este cunoscuta,

folosind metodologia prezentatd detaliat in capitolul de Metode.

RAGLI este cea de-a doua proteinda din cadrul complexului RAG ce mediaza recombinarea
V(D)J, cea care asambleazd regiunile variabile ale genelor imunoglobulinice si cele ale
receptorilor de celule T, in cadrul dezvoltarii limfocitelor B si T (Zhang et al., 2015). RAG1
este principala componenta pentru legarea si taiierea ADN-ului. Tn prezentul studiu am lucrat pe
secventa RAG1 de la soarece (Mus musculus) care are o lungime de 1040 de aminoacizi.
Aceasta proteina este compusa dintr-o serie de domenii “’zinc finger” (ZF) in zona N-terminala
conectate printr-o serie de legaturi (linker), urmate de un domeniu de dimerizare, un domeniu
NBD (nonamer binding domain) care se leagd de nonamerii din 12RSS si 23RSS, un al doilea
domeniu de dimerizare si legare de ADN (DDBD - dimerization and DNA binding domain),

urmand ca spre zona C-terminala sa fie continuat de un domeniu RNase-H. Domeniul RNase-



H este impartit in doud zone separate de un alt domeniu de insertie (ID - insertion domain) de
aproximativ 230aa. Portiunea centrala, zona minimd din RAGI care este necesard pentru
activitate, cuprinde aa384-1008, incepand cu domeniul NBD. Pe langa capacitatea RAG1 de a
se lega direct de nonamerul din RSS-uri, RAG1 este capabila de a interactiona si cu proteina
RAG?2 dar si de a recunoaste heptamerul din fiecare RSS (Shinkai et al., 1992; Zhang et al.,
2015).

Domeniul RNase-H reprezinta centrul activ al proteinei RAGI si contine motivul DDE care
formeaza situsul catalitic al RAG1 si coordoneazi doi ioni de Mg?*. Acest motiv DDE contine
doi acizi aspartici si un acid glutamic, desi in unele proteine acidul glutamic este inlocuit tot cu
un acid aspartic. Datorita prezentei acestui domeniu, RAGI dispune de o serie de similaritati
cu alte proteine ce contin acelasi domeniu, printre care transpozazele Tn5, Hermes sau chiar
integrazele HIV-1, HIV-2, PFV, care functioneaza prin intermediul unor mecanisme similare
de taiere a ADN-ului. La fel ca si in cazul RAG2 (la momentul efectuarii acestui studiu) prea
putine se stiau despre structura tridimensionala a RAG1, in afara de cristalul domeniului NBD
(fiind singura regiune cu structura cunoscuta).

Tn prezentul studiu am generat un model de omologie pentru domeniul RNase-H al RAG1,
folosind aceeasi metodologie ca si in cazul RAG2.

Din pacate programele folosite pentru identificarea de proteine sablon nu au putut gasi o
proteina sablon globald pentru intreaga proteina RAG1. Astfel, prin folosirea metodelor de
modelare prin omologie indepartatd a fost posibila construirea modelului pentru acest domeniu
RNase-H si pentru incd doud zone (extensii) de la capetele acestui domeniu, corespunzéand
intervalelor aa538-593 si aa997-1010 (Zhang et al., 2015). Pentru metoda de modelare prin
omologie Indepartatd am tinut cont de informatiile provenite din alinierea secventelor
domeniilor RNase-H de la mai multe proteine, efectuand astfel intdi o aliniere multipla de
secvente care a fost ulterior rafinata pe baza alinierii elementelor de structura secundara dupa
care e recunoscut acest tip de domeniu, dar in acelasi timp am “blocat” in aliniere aminoacizii
din motivul DDE (D600, D708 si E962). Domeniul RNase-H consta dintr-o serie de 9 elemente
de structurd secundard in urmatoarea ordine: B1-B2-B3-al-P4-a2-B5-a3-04 si corespunde
intervalelor aa594-732 si aa960-996 din secventa de RAGI.

Pentru construirea modelului am folosit drept sablon urmatoarele proteine care contin domeniul
RNase-H: transpozaza Hermes (cod PDB - 4d1q.pdb) (Hickman et al., 2014), metnaza (cod
PDB - 3k9k.db) (Goodwin et al., 2010), integraza HIV2 (cod PDB - 3f9k.pdb) (Hare et al.,
2009-B), integraza HIVV1 (cod PDB - 4ovl.pdb) (Peat et al., 2014), integraza de la virusul Visna



(cod PDB - 3hpg.pdb) (Hare et al., 2009-A), integraza PFV (Prototype Foamy Virus) (cod PDB
- 3oya.pdb) (Hare et al., 2010).

Regula 12/23 in care se Incadreazd ADN-urile 12RSS si 23RSS in PC sugereaza o preferinta
de catre proteinele RAG pentru o asimetrie fata de substrat, insa nu se stie motivul exact pentru
care exista aceasta preferintda (Ciubotaru et al., 2015). Motivatia din spatele acestei cercetari
ghidata atat pe fragmentele de ADN RSS cat si pe proteinele RAG a fost aceea de a intelege pe
cat posibil mecanismul de actiune al recombindrii somatice V(D)J si daca nu cumva aceasta
asimetrie de substrat ar putea fi reflectata prin intermediul diferentelor in structura ADN-urilor
12RSS si 23RSS. Din rezultatele expuse in cadrul acestui capitol reiese ca forma ambelor
structuri de ADN Tindoite este destul de similara, iar indoirea puternica a ambelor substraturi

este datorata tocmai proteinelor RAG si HMGB, rolul critic fiind jucat de proteina RAGI.

TOPOIZOMERAZELE Ila SI 11P

In studiul de fatd am generat modele de omologie pentru domeniile DNAbd (DNA binding
domain) ale topoizomerazelor Il de laom, am generat modele ale dimerilor celor doua izoforme,
am studiat implicatiile pe care doud mutante Y,640F si Y3656F le au asupra functiei si am
analizat secventele domeniului C-terminal din fiecare izoforma impreuna cu implicatiile pe care
le pot avea. Cele doud izoforme au o identitate de aproximativ 68% si o similaritate de 77% pe
intreaga secventa. Ambele sunt exprimate similar in celulele care se divid, inclusiv in tumori,
insa topo IIf} este mai abundenta in celulele care nu depind de ciclul celular (Shapiro si Austin,
2014). Topo Ila este esentiala pentru supravietuirea celulelor in vitro (Akimitsu et al., 2003),
in schimb topo IIf nu este esentiala pentru celule in vitro dar este necesara, de exemplu, pentru
diferentierea neuronald (Lyu si Wang, 2003).

La momentul efectudrii acestui studiu, nu existau prea multe informatii cu privire la structura
tridimensionala a celor doud izoforme, in special date de cristalografie de raze X pentru fiecare
dintre ele. Dintre cele trei domenii se stia doar structura domeniului ATPbd obtinuta cu ajutorul
metodei de cristalografie de raze X, insa nu si pentru celelalte doud domenii. Secventele de
topoizomeraze Ilo. (1531aa) si IIf (cea de 1621aa), necesare pentru a genera modelul
domeniului DNAbd din fiecare din cele doua izoforme, au fost puse la dispozitie de catre
colaboratorii nostri Ram Ganapathi si Mahrukh Ganapathi, de la Departamentul de
Farmacologie a cancerului, din cadrul Levine Cancer Institute, Carolinas Healthcare System,
din Carolina de Nord, SUA.



Domeniul DNADbd este la randul sau impartit in alte cateva subdomenii: TOPRIM (aa445-731),
WHD (aa731-906), Tower si C-gate (aa906-1201); dintre care TOPRIM contine triada acida ce
cheleazd Mg?* iar WHD contine tirozina catalitici (Wu et al., 2011). Tinand cont de organizarea
topo Il de la drojdie, acestea la randul lor se mai pot imparti in 2 mari subdomenii A' si B',
conectate intre ele printr-o "balama” care permite un grad de libertate in plus a miscarii unui
domeniu n raport cu celalalt si in raport cu ADN-ul (Classen et al., 2003).

Pentru Tnceput am generat un model de omologie pentru domeniul DNAbd folosind secventa
de aminoacizi din fereastra aa449-1202 a intregii secvente de topo IIf (Grozav et al., 2011).
Pentru generarea modelului am folosit aceeasi procedura ca si in cazul proteinelor RAG1/2. Pe
scurt am generat predictii de structurd secundara, de dezordine, profiluri de sarcina, folosind
programele descrise anterior. Cu ajutorul programului Phyre (Kelley et al, 2009) am gasit 3
secvente sablon de topoizomeraza II de la drojdie (Saccharomyces cerevisiae), avand
urmatoarele coduri PDB: 314j.pdb (Schmidt et al., 2010), 1bgw.pdb (Berger et al., 1996),
1bjt.pdb (Fass et el., 1999). Alinierea secventelor si studiul structurilor tridimensionale ale celor
3 structuri, au aratat ca secventa structurii 314j.pdb este cea mai similara cu secventa de topo
1B (47% identitate si 75% similaritate), are cea mai buni rezolutie (2.48A) si, spre deosebire
de celelalte doua structuri, nu prezinta la fel de multe zone cu coordonate lipsa in structura sa
3D.

Topoizomerazele Ila si IIf fac parte dintr-0 serie de factori esentiali in tratarea a diverse tipuri
de cancer, prin punerea la punct si dezvoltarea de medicamente inhibitori (sau “otrdvuri”) de
topoizomeraza la om, dar pot fi folosite si ca tinte pentru medicamente antibacteriene (Nitiss,
2009-B). Inhibitorii de topoizomeraze Il umane sunt de obicei cei care interfera cu segmentul-
G de ADN din tumori, acolo unde expresia topoizomerazelor este crescuta (Durbecq et al.,
2004; Skotheim et al, 2003). Datorita faptului ca cele doua izoforme sunt implicate si in procese
diferite una fata de cealalta, ele sunt intens studiate pentru a intelege mecanismul diferit de
actiune.

Colaboratorii nostri au descoperit urmatoarele, studiind punctul de control de decatenare: i)
doua mutante: Y,640F, Yp656F, din DNAbd afecteazd negativ eficienta procesului de
decatenare; ii) au observat un mod de actiune diferit in procesul de decatenare - atunci cand
domeniul CTD lipseste din topo Ila, aceasta izoforma decateneaza ADN-ul mai eficient, in
schimb eficienta decatenarii in topo IIp scade usor in lipsa domeniului CTD, comparativ cu
formele wild type ale celor doua izoforme (Kozuki et al., 2017); iii) comparativ cu forma topo
I, topo IIB wild type este mai eficientd in decatenare, Insa decatenarea este cea mai eficienta

atunci cand ambele izoforme sunt prezente. In formele cu CTD lipsa, au fost pastrate doar



portiunile de secventd de localizare nucleara din CTD-ul fiecarei izoforme, fiind eliminate
zonele K1201-Q1453 si F1498-F1531 din topo Ila, si zonele K1219-S1521 si Q1574-N1621
din topo IIB (Kozuki et al., 2017).

Prin intermediul acestui studiu am incercat gasirea unor raspunsuri care sa explice aceste
diferente observate experimental. Pentru Tnceput, avand modelele monomerilor de
topoizomeraza Ila si IIf in domeniul DNAbd am incercat o abordare a problemei mutantelor
jar pentru asta e necesara cunoasterea pozitiilor lor in spatiu, in cadrul dimerului de
topoizomeraza.

Modelele de dimer pentru cele doua izoforme au fost generate suprapunand modelele de
monomer pe fiecare monomer din structuri de dimer cristalizate, de la bacterii, iar interfata
primard de dimerizare a fost remodelatd folosind ca sablon cristalul 2wl2.pdb (fiind singura
structura cu coordonate in acea zond, comparativ cu lipsa coordonatelor din cristalul 314;j.pdb
de la drojdie).

La scurt timp dupd ce am trimis colaboratorilor nostri modelele de dimer, pentru cele doua
izoforme, au fost publicate structurile cristalizate ale domeniului DNAbd sub forma de dimer
pentru ambele izoforme de la om - intai structura topo IIp (cod PDB - 3gx3.pdb) (Wu et al.,
2011) si apoi structura topo Ila (cod PDB - 4fm9.pdb) (Wendorff et al., 2012).

Fig. IV.4 Suprapunerea cristalelor de topo lla si topo IIB cu
modelele de omoloaie ale dimerilor



Din comparatia cristalelor (culori cu nuante deschise in Fig. IV.4) cu modelele de omologie
(culori cu nuante inchise 1n Fig. IV.4) pentru dimerii ambelor izoforme rezultd o suprapunere
foarte buna pe cei aproximativ 1500aa (cati sunt in componenta unui dimer), astfel RMSD-ul
dintre cristal si model in cazul topo IIf este de 3.5A, iar in cazul topo Ila RMSD-ul este de
2.8A. Aceste rezultate denoti faptul ci modelele de dimer generate au o calitate foarte buni si
prin urmare creste gradul de incredere in metodologia de modelare dezvoltata in cadrul
laboratorului nostru.

De vreme ce reglarea punctului de control de decatenare in faza G2 a ciclului celular este
influentata de mutarea tirozinelor Y656/Y 640 la fenilalanine si pentru a incerca sa explicam
raspunsul diferit al acestora, am analizat mai in detaliu subdomeniul B' din toate cristalele
domeniului DNADbd publicate pana in prezent.

Structurile analizate sunt urmatoarele: - in cazul lui topo Ilo exista un singur cristal publicat
(cod PDB - 4fm9.pdb) (Wendorff et al., 2012) in timp ce pentru topo IIf} exista 5 structuri
cristalizate (coduri PDB - 3qgx3.pdb, 4g0u.pdb, 4gov.pdb, 4g0w.pdb, 4j3n.pdb) (Wu et al.,
2011; Wu et al., 2013). Din analiza cristalelor rezulta, la prima vedere, ca in cristalele de topo
I existda doua regiuni in secventa domeniului TOPRIM care nu au coordonate (acestea lipsesc
in densitatea electronica de sarcind): - ”R-1” (in intervalul 593-IVKA...GTST-636, care
corespunde unui motiv de pliere de tip ”Greek key” in topo Ila) si ”R-2” (in intervalul 696-
LPEQ...YGTA-705, care corespunde unei bucle nestructurate in topo Ila, in vecinatatea
tirozinei Y640).

Absenta acestor regiuni n densitatea electronica de sarcind a cristalelor de topo IIf sugereaza
ca ele se pot gasi in configuratii multiple in aceasta izoforma (Kozuki et al., 2017). E posibil ca
aceastd situatie sd apara datoritd lipsei unor contacte de ’ancorare” critice, in raport cu restul
proteinei si/sau poate datoritd unor schimbari configurationale induse de o interactie mai
puternica cu segmentul-T de ADN, in cazul lui topo IIf.

O dovada clara a lipsei unor astfel de ”ancore” in topo IIf este faptul ca in cazul lui topo Ila
regiunile R-1 si R-2 sunt stabilizate printr-o legatura de H intre E,597-Y 684. Aceasta legatura
se pierde in cazul lui topo IIf, de vreme ce Y684 este nlocuit de Fg700. O alta posibila ancora
in topo Ila este reprezentata de legatura de H dintre Sq621 (din capatul C-terminal al regiunii
R-1) cu D963 (din domeniul DNAbd de pe celalalt monomer), legatura ce se pierde in cazul
lui topo IIP deoarece serina este inlocuita cu alanina Ap637.

Folosind structura cristalizatd de topo Ilo. am misurat toate distantele < 4.5A intre toti atomii

din regiunile R-1 si R-2 cu toti atomii din restul proteinei (inclusiv cu cei de pe monomerul



vecin), pe baza unui program pe care I-am scris in limbajul de programare AWK si pe care I-
am dezvoltat in cadrul prezentului studiu (Kozuki et al., 2017).

Pentru a efectua aceleasi masurdtori si in cazul lui topo IIf, am modelat prin omologie cele
doua regiuni R-1 si R-2. Din masuratorile de distanta pentru cele doud izoforme s-a observat o
pierdere de contacte favorabile in cazul lui topo II, comparativ cu topo Ila. Astfel, in topo Ila
existd mai multe interactii care contribuie la stabilitatea generala a regiunilor R-1 si R-2 (Kozuki
etal., 2017).

Este interesant de mentionat ca in jurul acestor regiuni “flexibile”, numarul de aminoacizi bazici

in domeniul TOPRIM al lui topo IIf este crescut in comparatie cu topo Ila (Fig. IV.8).

Topo lla Topo 1B
Bl aa bazici Bl a3 acizi Bl aa polari Bl aa aromatici [ 1 aa hidrofobi
—————————— »  Posibili directie de interactie cu segmentul T de ADN

Fig. IV.8 Diferentele dintre topo Ila si topo IIf de la suprafata domeniului TOPRIM
(adaptare dupa (Kozuki et al., 2017))

Incluzand cele doua regiuni R-1 si R-2 (colorate cu portocaliu in Fig. 1V.8), in domeniul
TOPRIM din topo IIB sunt prezente 5 sarcini pozitive in plus comparativ cu topo Ila, in timp
ce D683 din topo Ila este inlocuit cu Qp699 in topo IIB, dupa cum se poate observa in Fig. IV.8
(au fost adaugate etichete doar la aminoacizii de la suprafatd cei mai diferiti intre cele doud
izoforme). O posibilad interpretare a acestor observatii este ca segmentul-T de ADN ar putea

interactiona si ar putea fi aliniat mai bine la domeniul TOPRIM din topo IIB, in comparatie cu



topo Ila unde aceastd interactie nu ar mai fi la fel de semnificativa (Fig. IV.8) (Kozuki et al.,
2017). Toate aceste observatii rezultate din analiza regiunii invecinate tirozinelor Yp656/Y 640
ar ardta ca interactia segmentului-T de ADN cu domeniul TOPRIM, prin urmare si decatenarea,
ar putea fi afectate de mutatiile Y640F si Yp656F, ceea ce este in concordanta cu rezultatele
experimentale (Kozuki et al., 2017).

Din analiza secventelor domeniului CTD, analiza subdomeniului TOPRIM si a studiilor recente
privind afinitatea de legare a topo 11 la ADN (Gilroy si Austin, 2011) dar si a faptului ca topo
Ilo. decateneaza suprarasuciri negative mult mai rapid decat pozitive in absenta domeniului
CTD (Seol et al., 2013) (implicand poate favorizarea capturii segmentului-T in suprarasucire
pozitiva atunci cand CTD este prezent) se poate trage concluzia ca segmentul-T ar putea
interactiona cu regiunea TOPRIM in imediata apropiere a tirozinelor Y3656/Y ;640 iar mutatiile
acestora la fenilalanina si/sau diferentele specifice din domeniul CTD ar putea afecta procesul
de decatenare.

Motivatia prezentului studiu a fost aceea de a intelege cat mai bine mecanismul de actiune al
izoformelor de topoizomeraza II de la om, si am incercat totodata identificarea proprietatilor
structurale ce determind actiunea diferitd a acestora in diverse conditii (ex. mutatii, lipsa
domeniilor CTD) prin analiza secventelor, modelarea domeniilor DNAbd si predictiile

efectuate.

ENZIMA "DECAPPING SCAVENGER" (DcpS)

Nu Tn ultimul rand, Tn cadrul acestei teze am studiat si enzima DcpS de la Caenorhabditis
elegans (DcpS_Ce). Enzimele DcpS fac parte din familia HIT de pirofosfataze ce contin
motivul HIT, crucial pentru hidroliza legaturii trifosfat-5'-5' din capatul ARNm.

Motivul pentru care a fost aleasa proteina de la C. elegans (in ciuda faptului ca se cunoaste
structura omologului uman) pentru a o studia, este acela de a dezvolta o serie de inhibitori de
DcpS care sa fie folositi pentru tratarea unor boli in care o scadere a activitatii DcpS duce la
reducerea patologiei (ex. atrofie musculard spinald) (Singh et al., 2008) dar si ca agenti
terapeutici intr-o serie de cancere. In plus, C.elegans este unul dintre cele mai studiate, si mai
usor de testat, organisme insa prea putine se stiau despre structura DcpS de la acest organism,
dar si despre afinitatea sa pentru substraturile native sau pentru alti compusi derivati.

Secventa DcpS_Ce a fost pusa la dispozitie de catre colaboratorii nostri de la Departamentul de
Biofizica al Institutului de Fizicd experimentala, Facultatea de Fizica, Universitatea din

Varsovia, Polonia; care au testat specificitatea de Substrat a unei serii de compusi analogi



capetelor dinucleotidice, cu modificdri in prima m’Guo (N-metilguanozini) sau in a doua
nucleozida (Wypijewska del Nogal et al, 2013). Ei au observat experimental cd aceste
modificari nu afecteaza degradarea structurilor de pe capete si mai mult decat atat au observat
impactul, pe care diverse grupari functionale, il au asupra specificitatii de substrat si vitezei de
hidroliza. Bazele structurale si mecanismele ce determinad selectivitatea acestor enzime pentru
diversi compusi erau insa necunoscute, aceasta fiind motivatia prezentului studiu. Analogii
studiati au la bazi structura m’GpppG care a suferit o serie de modificiri in special in zona
puntii de fosfati; si diferd astfel prin dimensiune, electronegativitate a substituentului, etc.
Pentru fiecare analog au fost masurate experimental, de catre colaboratorii nostri, constante de
asociere la echilibru (Kas) si energia libera Gibbs de legare (AG®) pentru enzima wild type
(WT), fara a-i afecta afinitatea nativa de legare (Wypijewska et al., 2010).

Pentru a intelege mai bine modul de legare al analogilor la situsul activ dar si pentru a scoate
in evidentd mecanismul prin care unii compusi interactioneaza cu aminoacizii din situsul activ,
am generat un model de omologie al enzimei DcpS_Ce si ulterior am efectuate experimente de
”docking” molecular folosind o serie de compusi. Enzima DcpS este activa sub formd de

homodimer.

DcpS C.elegans
dimer

Situs activ
inchis

Situs activ

/ deschis \

Forma apo- Forma legatd

Fig. V.2 Modele DcpS_Ce

Am generat modele tridimensionale ale enzimei DcpS Ce, in forma legata (conformatie
asimetrica a monomerilor, avand un situs ocupat si unul liber pe partile opuse ale dimerului) de
structura de capat a ARNm si in forma apo (inactiva sau ne-legata, cu simetrie intre monomeri),

deoarece apare o schimbare a conformatiei domeniilor.

Pentru a intelege mai bine modul de legare a ligandului si conformatiile din situsul activ al

DcpS de la C. elegans, am efectuat studii de docking al DcpS (Ce) cu cateva clase de liganzi



derivati din m’GpppG: - mononucleotide cu numir variat de grupiri fosfat (m’GMP, m’GDP
si m’GTP); - compusi de tip ARCA (m2”2"°GpppG si m2"*°GpppG); - analogi continind
modificiri de tip punte in situsul de tiiere al fosfatilor (m’GpCH.2ppG si m’GpNHppG) (Fig.
V.3) (Wypijewska del Nogal et al, 2013).

Experimentele de docking intre DcpS si compusii analogi au fost efectuate folosind programul
AUTODOCK 4.2 din cadrul suitei AutoDock Tools 1.5.4 (Morris et al., 2009). Pentru

simplitate, am luat in considerare doar situsul activ in conformatie inchisa din enzima DcpS de

la C. elegans.
m 7,2’-0GpppG )
S m"*"°GppPG m’GMP
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Fig. V.3 Structurile liganzilor analogi m’GpppG folositi in
experimentele de docking, cu modificiiri in zona ribozei si a fosfatilor
(adaptare dupa (Wypijewska del Nogal et al., 2013))

Structurile analoage le-am generat pornind de la structura m’GpppG din situsul in forma inchisa
al cristalului 1st0.pdb de la H. sapiens, folosind modulul Builder din cadrul programului PyMol
iar geometria fiecarui ligand a fost optimizata cu ajutorul programului Avogadro 1.0.0 (Hanwell
et al., 2012). Din clasificarea conformatiilor, obtinute prin docking pentru fiecare ligand, in
functie de valorile cele mai mici ale energiei libere a rezultat ca ierarhia din experimentele de

docking este similara cu cea din masuratorile experimentale.

Concluzii Finale

Pe tema Recombinarii V(D)J, studii realizate de DBSB 1in colaborare cu Departementul de

Imunobiologie al Universitatii din Yale, se pot trage urmatoarele concluzii:



Prin modelarea proteinelor RAG1/2 si a fragmentelor de ADN 12/23RSS am reusit
explorarea mai in detaliu si o bund Intelegere a mecanismelor structurale de actiune a
recombindrii somatice (V(D)J).

Pe baza modelarii fragmentelor de ADN 12/23RSS am reusit punerea la punct a unei
metode de tip coarse-grain de indoire a ADN-ului, metoda ce poate fi folositd in
viitoarele proiecte de modelare.

Procedura de indoire a ADN-ului este una de incredere, ceea ce rezulta si din validarea
experimentala (ex. noi experimente de FRET pe baza structurii prezise).

In cadrul modelarii proteinei RAG2 am dezvoltat un program (scris in limbajul de
programare AWK) care ajutd la analiza mai usoard a unui volum mare de date de
traiectorie de simulare de dinamicd moleculard, efectudnd o analizad detaliati a
unghiurilor Phi si Psi si obtinand distributii ale acestor unghiuri de torsiune.
Procedurile de docking care stau la baza formarii complexului RAG1/2-12/23RSS, dar
si informatiile obtinute din analiza si modelarea tuturor acestor structuri, au dus la
asamblarea ADN-ului (raportat la heterotetramerul RAG1/2) foarte similard cu cea

observata prin cristalografie de raze X.

Pe tema rolului topoizomerazelor Ilo/11B in decatenare, studii realizate de DBSB in colaborare

cu Institutul de Cancer al Carolina Healthcare System, se pot trage urmétoarele concluzii:

Modelarea celor doua izoforme de topoizomeraza Il de la om a ajutat la o mai buna
intelegere a mecanismului de actiune al acestora in decatenarea ADN-ului.

Analiza in detaliu a secventelor celor doud izoforme, predictiille de modificari
posttranslationale si analiza intensa a literaturii au dus la obtinerea de modele foarte
similare cu cele obtinute experimental.

Pe baza unor programe de calcul de distante (scrise in limbajul de programare AWK)
am reusit analiza in detaliu a structurilor de topoizomeraze, si a interactiilor cheie care
au rol in stabilitatea unor regiuni din domeniul DNAbd al acestora.

Modelele de actiune sugerate vin in sprijinul rezultatelor experimentale obtinute de

colaboratorii nostri.

Pe tema interactiilor inhibitorilor enzimei DcpS de la C. elegans, studii realizate de DBSB in

colaborare cu Facultatea de Fizicd a Universitatii din Varsovia, se pot trage urmatoarele

concluzii:



e Pe baza modelului de DcpS de la C. elegans am reusit punerea la punct a unei analize
de compusi prin metode de docking.

e Rezultatele, sustinute de datele obtinute experimental de catre colaboratorii nostri, ajuta
la intelegerea mecanismelor functionale ale degradariit ARNm, precum si la dezvoltarea

de noi agenti terapeutici.

In urma tuturor acestor colaboriri in care am reusit punerea la punct a unor metode sau
imbunatatirea altora, in care am dezvoltat instrumente informatice, se pot trage urmatoarele
concluzii:

e Procedurile de modelare prin omologie si omologie indepartatd descrise in cadrul
acestei teze de doctorat au dus la obtinerea de modele de foarte buna calitate care ulterior
au fost validate de structuri tridimensionale obtinute prin metode experimentale precum
cristalografia de raze X.

e Pentru a usura analiza structurilor tridimensionale ale biomoleculelor, a contactelor intre
acestea sau a contactelor intre aminoacizii dintr-o anumita regiune dintr-o proteina, a
traiectoriilor de dinamica moleculard, a selectiei celor mai bune frame-uri dintr-o
simulare, pe tot parcursul desfasurarii prezentei teze de doctorat am dezvoltat o serie de
mici programe/scripturi care sa fie utile si In viitoarele proiecte desfasurate in cadrul
laboratorului

e Totin perioada desfasurarii prezentei teze de doctorat am dezvoltat programe de analiza
a bazelor de date de secvente (de la diverse specii); in spetd, am efectuat diverse analize
statistice ale posibilelor situsuri de N-glicozilare.

e Prezenta teza de doctorat, pe langa rezultatele observate pe fiecare directie studiata, a
dus la o mai bund intelegere a interactiunilor dintre proteine si acizi nucleici, si a
implicatiilor pe care acestea le au. Mai mult decat atat, toate aceste informatii dobandite

ma vor ajuta in viitoarele proiecte de cercetare.
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