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1. Introducere si obiective

In zilele noastre, chimia computationald are o importanti din ce in ce mai mare in stiintele vietii.
Multe fenomene ale proceselor biologice sunt examinate pe scara largad in vivo si in vitro, dar in
ultimele decenii cercetarea in silico a avut o evolutie spectaculoasa.

Virusurile sunt cele mai simple organisme, prin urmare sunt investigate pentru intelegerea
proprietdtilor fundamentale si a interactiunilor proteinelor, acizilor nucleici si a altor componente
[1][2][3]. Prin studierea formadrii virusilor, putem obtine o perspectiva valoroasa asupra auto-
asamblarii, un fenomen intlnit aproape peste tot la diferite dimensiuni. Capsidul virusurilor este
de obicei compus din proteine de invelis, Inmultite pentru a forma o capsidd simetrica in jurul
genomului. Folosind instrumente de chimie computationald, cautam sa intelegem cum si de ce
aceste proteine sunt aranjate pentru a forma aceste capside de structura bine definita.

Virusul cowpea chlorotic mottle (CCMV) a fost investigat de zeci de ani datorita capacitatii sale
de a forma capside goale complet functionale pornind de la monomeri in diferite conditii [5].
Studiile pentru intelegerea procesului de auto-asamblare in detaliu au fost efectuate in silico, in
vitro si in vivo , cu rezultate semnificative, cu toate acestea multe intrebari rdman deschise.
Primul obiectiv a fost expresia in vitro a proteinei capsidice CCMV si studiul dimerizarii proteinei.
Proteina capsidica ss-CCMYV va fi exprimata in Escherichia coli folosind o plasmida ubiquitinata
si purificatd pentru investigatii suplimentare.

Gena proiectatd este achizitionatd de la agenti comerciali si clonatd intr-un vector bazat pe
ubiquitin-pET 19b.Plasmida va fi transformata in linia celulara E. coli BL21(DE3) Rosetta pentru
expresie heterologa la scara mica.

Eticheta His-tag Incorporata face posibila purificarea proteinelor cu cromatografie de afinitate de
nichel si cromatografie cu permeatie pe gel pentru a obtine o proteind pura.

In ultima parte a experimentelor in vitro se va efectua digestia proteinei de fuziune cu enzima
ubiquitin C-terminal hydrolase 1 care va rezulta proteina capsidica ss-CCMV.

Scopul principal al cercetdrii noastre este de a Intelege mai profund procesele si efectele care
afecteaza dimerizarea proteinelor capsidice si formarea capsidului complet.

Studiile anterioare in silico au aratat rezultate cu privire la primii pasi de formare a dimerului pe
niveluri atomistice. Diverse simuldri de dinamicd moleculara pe diferite intervale de timp si
temperaturi au avut rezultate Tn ceea ce priveste stabilitatea dimerelor proteice [7].

Pornim de la structura experimentala 3D a proteinei capsidice pentru a simula formarea
subunitatilor. Interactiunile dintre proteine sunt examinate pentru a prezice formarea capsidului.
Cele trei catene ale unitatii asimetrice proteice (A, B, C) sunt separate si combinate in posibile
dimere. Perechile de dimere proteice sunt relaxate cu protocolul ClassicRelax din Rosetta si se
efectueaza un proces de andocare pe serverul ZDOCK pentru a gasi cele mai bune 2000 de structuri
dimer prezise. Trei tipuri (BB, BC, CC) din dimerele rezultate sunt supuse minimizarii a energiei
in pachetul de software AMBER. Scopul este de a gasi dimerul cu cea mai mica energie de legare
(cel mai stabil dimer) si de a compara aceasta structurd cu diferitele interfete dimerice cunoscute.
In capitolul 4.1 — 4.10. studiem proprietitile de auto-asamblare ale proteinelor capsidice ale
virusului CCMV folosind metode de calcul de ultima generatie. Dimerele proteinei din capsida
sunt investigate pentru a intelege natura si fortele motrice ale auto-asamblarii.

In prima fazi a activitatii, am gisit o corelatie intre interfetele de legare cunoscute ale dimerelor
proteice si cele modelate, respectiv potrivirile structurale pentru toate cele trei tipuri de interfete.
Putem prezice ca dimerele T1 CC sunt cele mai importante in procesul de formare a capsidelor,
rezultat care este in bund concordanta cu calea determinatd experimental.

Simularile de dinamica moleculard sunt efectuate pentru structurile cu cel mai mic RMSD 1n raport
cu interfetele originale (determinate cristalografic) pe diferite scari de timp si temperatura, pentru
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a studia stabilitatea dimerelor si pentru a determina posibilitatea disocierii diferitilor dimeri in
anumite conditii.

Studierea stabilitatii proteinelor in diferite conditii oferda o mai bund intelegere a functiei si
comportamentului lor. Auto-asamblarea capsidului virusului CCMV poate fi modelata pe intervale
de timp computationale realiste daca ludm in considerare disocierea complexelor proteice ca un
proces invers al agregarii.

Scopul studiilor de dinamica molecularad prezentate in capitolul 4.2.-4.6. este de a gasi si intelege
conditiile care conduc la o separare a dimerilor proteice stabili. Rezultatele prezentate in capitolul
4.1 au aratat ca interfetele de tip 1 (T1) side tip 2 (T2) sunt importante in timpul formarii capsidului,
in timp ce tipul 3 (T3) este un dimer instabil [6]. Am efectuat simulare dinamica pe dimerele de
proteine T1, T2 si T3 pentru a obtine o imagine mai bund asupra interactiunilor dintre subunitatile
capsidului. 7 mutatii ale dimerului de T1 au fost, de asemenea, utilizate in cercetare.

Simularile efectuate au fost: dinamica moleculara de lunga durata, dinamica moleculara clasica
(cMD) la diferite temperaturi, dinamica moleculard de schimb de replici (REMD) si dinamica
moleculara accelerata (aMD).

O modalitate de a evalua stabilitatea interfetei dimer este de a introduce mutatii punctuale si de a
evalua modul in care interfata raspunde la acestea. Am generat un numar mare de mutanti punctuali
si le-am evaluat stabilitatea relativa cu diferite metode.



Expresia proteinei din capsida ssCCMYV si simulare de dinamica moleculara a capsidului ssCCMV

3. Metode

Acest capitol descrie metodele utilizate pe parcursul acestei lucrari, ale cdror rezultate sunt
prezentate 1n capitolul 4.

3.1. Clonarea, exprimarea si purificarea proteinei din capsida CCMV

3.1.1. Transformare bacteriana

Plasmidele proiectate sunt introduse in celulele bacteriene in timpul transformarii. Plasmida
pUCS57 care contine ADN-ul proteinelor CCMV a fost transformata in linie celulard de clonare E.
coli Top10.

3.1.2. Clonarea plasmidei prin digestia enzimelor de restrictie (subclonare)

Amestecul pentru digestie a fost preparat in mod similar pentru PUC57 si pUBK:2 ul B, 1,5 pl
SaClIl, 1,5 ul BamHI si 5 pl UP cu 5 pl PUCS57, respectiv 10 pl pUBK in 20 pl volum final.

Dupa digestie, ambele probe au fost purificate prin electroforeza cu gel de agaroza.Procesul de
ligare s-a efectuat simultan timp de 2 ore pe 25°C si peste noapte pe 16°C. Urmadtorul pas este
transformarea noilor plasmide Intr-o celuld competenta TOP10. 50 ul de celula competenta cu 5 pl
de plasmida a fost supusa socului termic la 42 °C timp de 90 sec, apoi a fost agitata la 37 °C.Colonia
de celule dorita a fost izolata cu Plasmid Miniprep Kit. O digestie de diagnostizare a fost efectuat
cu endonucleaze de restrictie SaClIl si BamHI, asa cum este descris anterior.

3.1.3. Expresie de test in shake flask

Coloniile selectate au fost transformate intr-o linie celulard gazda E. coli BL21(DE3) Rosetta.
Celulele au fost cultivate pe placi de agar LB, contindnd kanamicina si o colonie bine izolata a fost
inoculata in 10 ml de mediu LB cu 30 pg/ml kanamicina si incubata timp de 4 ore la 37 °C intr-un
incubator de agitare. Cultura celulara a fost transferatd in 200 ml de mediu LB si cultivata la ODseoo
= 0,7. Expresia a fost inducatd cu 0,8 mM IPTG si incubata timp de 3 ore la 37 °C. Bulionul de
cultura a fost centrifugat timp de 10 minute pe 20000 RPM, iar peletele au fost depozitate la -80°C
pana la prelucrarea ulterioara.

3.1.4. Optimizarea expresiei proteinelor

Pentru a maximaliza expresia proteica a celulelor bacteriene am planificat un proces de optimizare
cu schimbarea concentratiei IPTG si temperatura dupd cum urmeaza:
e 0.1 mMIPTG la 18°C e I mMIPTGla18°C e 0.5mMIPTGIla37°C

e 0.5mMIPTGla 18°C e 0.1mMIPTGIla37°C e I1mMIPTGIla37°C
Experimentul a fost realizat in paralel pentru probele selectate din rezultatele digestiei.

3.1.6. Electroforeza cu gel de agaroza

Separarea ADN-ului genomic, rezultatul digerdrii enzimei de restrictie, a fost efectuata prin
electroforeza cu gel de agaroza. Gelul a fost preparat pentru 1% g/v de agaroza si dizolvat in
tampon TAE. Redsafe a fost adaugat la solutia fiarta.

5 ul de probe de ADN au fost amestecate cu 1 pl de colorant 6X si introduse in gel. Electroforeza
a fost efectuata la 90 V, iar gelurile au fost vizualizate sub lumina UV.
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3.1.7. Electroforeza cu gel de SDS polyacrylamide

De obicei, 25 ul de proba proteica a fost amestecata cu 25 pl de tampon de proba SDS 4x, incalzita
la 98 °C timp de 5 minute si centrifugata timp de 10 minute pe 14000 rpm. 10 pl de proba a fost
introdus in buzunarul gelului. Analiza a fost efectuatd cu un gel de stacking de 5% si un gel de
rezolutie de 12% la o tensiune constanta de 120 V pe gheatd.Dupa electroforeza gelul a fost tratat
cu colorant Coomassie Brilliant Blue timp de 40 de minute cu agitare constanta.

3.1.8. Purificarea proteinelor

4 ml de proba proteica au fost Incércate pe o coloana HisTrap HP de 5 ml si s-a utilizat un sistem
de purificator Akta. Deoarece proteina noastra continea 10X His tag, puteam utiliza cromatografia
de afinitate de nichel. Margele noi sau regenerate NTA-agaroza au fost utilizate pe o coloana intr-
un raport 1:10 margele NTA:proteine. Margelele au fost introduse n coloana si spalate cu 10
coloane volum (CV) tampon de spalare. Proba a fost adaugata la margele si laminata timp de 40
de minute la 4 °C. Debitul a fost colectat si s-a addugat 1 ml tampon de spalare de 8 ori, urmat de
elutie de 8 ori. Fractiunile de 1 ml au fost analizate cu SDS-PAGE.

3.1.9. Digerarea proteinei de fuziune a pUBK _CCMV

Plasmida YUHI1 a fost transformata in linie celulard gazda E. coli BL21(DE3) Rosetta si inoculata
in mediu LB. Amestecul a fost incubat la 37 © C, agitare pe 250 RPM timp de 60 de minute, si
cultivate pe placi de agar care contin kanamicind pe 37°C.A doua zi, o colonie izolatd a fost
inoculata in mediu LB de 7,5 ml, cu un stoc de kanamicina de 2,3 pl (80 pg/ml) si incubata la 37°C
pana la ODeso0=0,67. Amestecul a fost indus cu 200 pl de IPTG (1 mol/l). Bulionul de cultura a fost
recoltat prin centrifugare la 4500 RPM 4°C timp de 10 minute.Pentru purificare peletele au fost
suspendate In tampon de lizare de 4X2 ml si sonicate timp de 3X20 sec. Dupa 60 de minute de
centrifugare la 20000 RPM si 4 °C, supernatantul a fost colectat si purificat cu cromatografie de
afinitate a nichelului.Fractiunile de 1 ml au fost colectate si analizate cu SDS-PAGE.

Enzima YUHI [8] taie ubiquitina de pe proteina purificata, rezultdnd monomerul proteinei capside
CCMV. Doua fractii (CCMV1 si CCMV2) colectate din separarea FPLC au fost concentrate cu
filtru centrifugal Amicon Ultra. 3,5 ml din ambele probe au fost centrifugate timp de 40 de minute
la 4000 RPM, iar concentratul a fost colectat din rezervorul de proba al dispozitivului de
filtrare.Concentratia solutiilor a fost masurata cu spectrofotometru Nanodrop la 260 nm. Solutiile
au fost amestecate n raport 1:5 enzima:proteind si digerat timp de 60 de minute la temperatura
camerei.Amestecurile au fost separate cu cromatografie de afinitate a nichelului, cum s-a descris
anterior.

3.2. Generarea structurilor dimer cu ZDOCK

Proteina studiati este o proteind de capsida din virusul ss-CCMYV [9], rezolutie 2.7 A. Proteina
contine 3 catene: A, B, C. Am generat o simulare de andocare proteina-proteind pe serverul
ZDOCK [10] pentru posibilele permutatii ale catenei B si ale catenei C: dimerul BB, dimerul BC,
dimerul CC. Catenele structurilor monomere au fost relaxate cu protocolul ClassicRelax din
Rosetta [11] pentru a elimina orice suprapunere. Cele mai bune 2000 de dimere prezise din aceste
structuri, au fost salvate pe baza functiei de notare ZDOCK.

3.2.6. Minimizarea energiei cu CUDAGMIN

Fisierele pdb rezultate din procesul de andocare au fost pregatite pentru minimizarea energiei in
software-ul tleap, din pachetul software AmberMD/[12]. Campul de forta folosit a fost ff03 [13], o
versiune modificatd a ff99 [14].Pentru solvatare, am folosit generalized Born solvation model
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(GB). Optiunea igb=2 folosita de noi este o versiune modificata a modelului GB[16]. Setul de raze
recomandat pentru modelul igb=2 este mbondi2.
Concentratia de sare a fost setata la 0,1 M. Pentru minimizarile initiale, a fost utilizata un cutoff de
12 A. Ulterior, pentru rulirile CUDA (calculul cAmpului de fortd optimizat pentru unititile de
procesare graficd - GPU-uri), nu au fost utilizate cutoff-ori pentru evaluarea termenilor non-
bonding ai potentialului. Valoarea rGBmax a fost setatd la 8.23 A. Minimizarea energetici a
modelelor a fost efectuata folosind software-ul GMIN [17].

Am folosit partea de minimizator L-BFGS din GMIN, nu s-au luat in considerare pasuri de basin-
hopping pentru structuri.
Evaluarea energiei pentru sistemul care utilizeaza un GPU nVidia Tesla K40 este de aproximativ
100-200 de ori mai rapida decat aceeasi evaluare folosind doar un procesor CPU.Setul de dimmeri
(2000 de structuri pentru BB, BC si CC) a fost minimizat atdt in forma asociatd, cat si
disociata.Criteriile de convergentd (SLOPPYCONV si TIGHTCONV) au fost stabilite la 1072
Parametrul MAXERISE este setat la 10,
Energia de legare pentru fiecare dimer este diferenta dintre energiile potentiale pentru forma
asociata si disociatd a dimerelor, rezultatd din rularea minimizarii. Cea mai buna aliniere a fost
cautatd pe baza a trei tipuri de interfete gasite in capsida virala icosaedrala:

o tip 1 (T1): CC, BA

o tip 2 (T2): BC1, BC2, AA1, AA2

. tip 3 (T3): AC, AB

Am folosit alfa-carbonii reziduurilor de la 40 la 190 in fiecare structurd pentru calculul RMSD.
Am folosit rutina PERMOPT in GMIN pentru evaluarea RMSD-urilor ale catenei de baza.

3.3. Sisteme studiate

Patru structuri au fost folosite pentru a studia comportamentul dimerelor CCMV:

e (Cele mai bune structuri din optimizarea globala au fost utilizate pentru tipul 1 (T1), tipul
2 (T2) si tipul 3 (T3)

e Structura cu cel mai mare RMSD comparat cu interfata T3, numit TX

e Mutantii de deletie, unde 10 reziduuri din terminalele N ale ambelor lanturi din dimerele
T1 (T1DM) si T2 (T2DM) au fost eliminate

e cinci mutanti cu mutatii punctuale de T1 si doi mutanti pe baza profilului de sensibilitate
la mutatie generat, cu cel mai mare AAG si unul cu cel mai mic AAG

e un pentamer de dimere din capsida ss-CCMV

3.4. Simulari de dinamica moleculara

Simuldrile de dinamicd moleculard au fost efectuate cu modulul pmemd.cuda al pachetului

software Amber14. Campul de forta folosit a fost ff03 [13]. Simularile au fost efectuate cu solvent

implicit si explicit. Solvarea explicitd a fost facutd cu o cutie octaedrald de TIP3P [18], unde

moleculele de api au fost adiugate pani la o distantd de 8 A de la proteina.

Protocolul MD a fost adaptat de la Mafucci ef al. [19] si contine urmatorii pasi:

1. minimizarea atomilor de hidrogen (1000 de cicluri de steepest descent si 5000 de cicluri de
gradient conjugat)

2. minimizarea moleculelor de apd (2000 de cicluri de steepest descent si 5000 de cicluri de
gradient conjugat)
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3. echilibrarea cutiei de solvent la 300 K cu 100 ps nvt si 100 ps de simulare NPT folosind un
termostat Langevin

4. minimizarea catenelor laterale si a apelor cu restrictia catenei principale de 25 kcal/mol

5. minimizare totala cu restrictii pe catena principald de 10 kcal/mol (2500 de cicluri de steepest
descent si 5000 de cicluri de gradient conjugat)

6. Incdlzirea sistemului la 300 K in 6 trepte de cate 5 ps fiecare (LT = 50 K), unde restrictiile
catenei principale au fost reduse de la 10,0 kcal/mol la 5 kcal/mol

7. echilibrarea completd in ansamblul NVT (100 ps, restrictia catenei principale = 5.0 kcal/mol)
si Tn ansamblul NPT (1 pas de 200 ps, restrictia catenei principale = 5 kcal/mol; 3 pasi de 100
ps fiecare, reducerea restrictiilor ale catenei principale de la 5,0 kcal/mol la 1,0 kcal/mol si 1
treapta de 1 ns cu 1,0 kcal/mol de restrictia catenei principale)

8. simulatiile de productie au fost efectuate la 300K

Un cutoff electrostatic de 8,0 A, un barostat Berendsen, o insumare Particle Mesh Ewald (PME)
pentru interactiuni electrostatice cu raza lungd de actiune si algoritmul SHAKE au fost aplicate
tuturor calculelor cu apa explicita.

3.4.1. MD de lunga durata

Dimerele T1, T2 si T3 au fost simulate in apa explicita timp de 2 ps folosind protocolul de la 4.3..
Simularea a fost efectuatd pe 300 K, reglarea temperaturii a fost prevazuta cu termostatul Langevin
(NTT = 3) cu o frecventd de coliziune de GAMMA LN = 2. Conditiile periodic boundary au fost
aplicate folosind un cutoff cu 8 A pentru a rezolva interactiunile non-bonding cu razi lungi de
actiune. Intervalul de timp folosit a fost de 2 fs (DT=0.002). Metoda Particle Mesh Ewald [20] si
algoritmul SHAKE [21] a fost aplicat pentru a limita lungimile legaturilor pentru atomii de
hidrogen.

3.4.2. MD la temperaturi diferite

Patru simulari paralele Tn solvent implicit au fost efectuate pentru T1, T2, T3 si TX timp de 200 ns
la 350 K. Nu s-a utilizat nici un cutoff (CUT=999), deoarece nu au existat conditii de limitare
periodica. 600 ns de simulare cu solvent explicit au fost efectuate pentru T1, T2, T3 si TX la 350
K cu aceiasi parametri ca cei enumerati la 4.3.

3.4.3. Simularea dinamicii moleculare cu schimb de replici

Simularile REMD bazate pe temperaturd au fost utilizate pentru dimerele mentionate la punctul
3.1. la 8 temperaturi diferite: 300.00 K, 306.65 K, 313.42 K, 320.28 K, 327.25 K, 334.34 K, 341.53
K, 34881 K, 35624 K. Temperaturile au fost generate pe serverele web
http://folding.bmc.uu.se/remd/ [22]

Au fost efectuate 8 simulatii paralele pentru 25 ns (200 ns in total).

3.4.4. Simulari accelerate ale dinamicii moleculare

aMD a fost efectuat pe dimere T1, T2, T3 pentru 500 ns In ansamblul NPT cu parametrii descrisi
la 4.3., cu addugarea parametrilor specifici aMD enumerati mai jos. Valorile potentiale ale energiei
si ale energiei dihedrale au fost extrase din dinamica moleculara conventionald de 2 ps.
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Table 4-1 parametrii de simulare specifici aMD pentru trei tipuri de dimere

Expresia proteinei din capsida ssCCMYV si simulare de dinamica moleculara a capsidului ssCCMV

Dimer EthreshD alphaD EthreshP alphaP
(kcal/mol) (kcal/mol)

T1 3527 231 -145491 8186

T2 4457 184 -152923 799

T3 4438 184 -333461 799

3.5. Mutatii punctuale pentru dimerele T1

S-au efectuat mutatii in silico pe aminoacizii de interfatd ale dimerului T1 cu rutina
MUTATE _MODEL a MODELLER [23]. Cei 178 de mutanti rezultati au fost minimizati in forme
asociate si disociate pentru a calcula energiile de legare. Simularile dinamicii moleculare au fost
efectuate timp de 100 ns pe 300 K pe 5 mutanti selectati, cu protocolul descris la punctul 3.4.

3.6. Analiza traiectoriilor

Analiza si vizualizarea trajectorie au fost realizate cu software-ul cpptraj din pachetul Amber14
[24], VMD [25] si UCSF Chimera [26].

Cpptraj poate citi fisierele de topologie si coordonate din diferite simuldri MD si au fost utilizate
urmatoarele calcule: rmsd  ,atomicfluct, molsurf [27], secstruct [28].

3.6.1. Analiza MM-GBSA

MM-GBSA face parte din pachetul software Amber. Calculul a fost efectuat cu scriptul
MMPBSA .py [29]. Analiza a fost efectuata pentru 10 ns de simulatie MD. Dimerele proteice pentru
rularea MM-GBSA au fost selectate din cele 2000 de structuri minimizate cu GMIN, cu un iRMSD
(RMSD a miscérii aminoacizilor de pe interfatd) mai mic de 3 A in ceea ce priveste interfata
originala. Calculul a fost efectuat pentru 7 dimeri de T1 si 5 dimeri de T2. Din moment ce nu am
gasit dimer de interfatd T3 pentru criteriile IRMSD, am folosit dimerul original T3 A-B din capsida
completa si dimerul T3 cu cea mai mica valoare iRMSD.
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Expresia proteinei din capsida ssCCMYV si simulare de dinamica moleculara a capsidului ssCCMV

4. Rezultatele

4.1. Clonarea, exprimarea si purificarea proteinei din capsida CCMV

4.1.1. Constructia plasmidei

Gena proteinei ss-CCMYV, achizitionata de la agenti comerciali, a fost clonata in vectorul de clonare
pUCS57 cu site-uri de restrictionare Xbal si BamH1.
Gena a fost transformata intr-un vector pUBK (pUBK CCMV).

(1797) BsrBI
(1748) BspQI - Earl - Sapl

BaeGI - Bmel5801 (247)
Eagl (279)

BclI* (344)
(1684) KpnI

(1680) Acc651 ‘K:s:ﬂm;?s?

(1675) ECORV Sfol (436)
(1659) BSpEL PIUTI (438)
(1619) EcoO1091 BseYI (439)
PspFI (443)
§ Zral (a71)
i ~—_—AatIl (473)

PUBK_CCMV :

Aval - BsoBI - TspMI - Xmal (475)
2028 bp BmeT110I (476)
Smal (477)

ECORI (481)
Sfcl (s25)
Bsal (526)

Xbal (s51)

(1387) BamHI

Ncol (590)

NdeI (659)
AclI (734)
(1282) Ecil BpmlI (755)
(1250) Acul Bt
(1235) BaiVI PsﬁbZIBE()als)
(1234) BtgZI

SaclI (3882)
MIluI (sss)

BmgBI (937)

(1051) BanlII - BsiHKAI - Sacl Eco53kI (1049)

Fig. 4.-1 Harta plasmidei pUBK_CCMV
Plasmida contine o ubiquitind care asigura detectarea si cresterea activitatii biologice prin afectarea
solubilitatii proteinei [30].
4.1.2. Transformare si clonare

Gena proteinei capsidice ss-CCMV a fost clonatd in pUC57 prin strategia de clonare EcoRV
(GenScript). Plasmida care contine ADN-ul proteinelor CCMYV a fost transformatd in linie celulara
de clonare E. coli Top10.
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Expresia proteinei din capsida ssCCMYV si simulare de dinamica moleculara a capsidului ssCCMV

4.1.3. Digestia plasmidelor

Fig. 4-1 Digestia plasmidei pUBK _CCMV

Plasmidele au fost digerate cu o reactie dubla de digestie folosind doud endonucleaze de restrictie:
BamHI si Sacll la 37 °C timp de 60 de minute. Dupa reactie, enzimele au fost inactivate la 80 °C
timp de 20 de minute si examinate cu electroforeza cu gel de agaroza 1,2% (Fig.4-2). Fragmentele
corespunzatoare au fost tdiate si purificate cu Gene Jet Gel Extraction Kit. Concentratia vectorului
(pUBK) a fost de 23.869 ng/ml, iar pentru insert (ss-CCMV) de 1,56 pg/ml.

4.1.4. Ligare

In timpul reactiei de ligare au fost combinate vectorul si insertia preparati prin reactia de digestie.
Reactia a fost promovata de enzima ligazei ADN T4 si efectuatd timp de 2 ore la 25 °C si peste
noapte la 16 °C. Produsul a fost transformat in linia celulard E. coli Top10 si cultivat pe placi de
agar care contineau ampicilind, la 37 °C peste noapte. 4 colonii izolate au fost inoculate in mediu
BL si incubate peste noapte la 37 °C intr-un incubator de agitare. Plasmidele recombinante au fost
identificate cu reactii duble de digestie, asa cum au fost descrise anterior in 13 amestecuri identice.
Rezultatele digestiei sunt prezentate pe Fig. 4-3Fig. 4-23.

Fig. 4.-3 Reactiile de dubla digestie pentru 13 probe de plasmida

Doua mostre (benzile 9 si 10) au fost selectate pentru prelucrare ulterioara.
Pentru a confirma selectia, a fost efectuatd secventierea genelor din probe. Mosra 1 a aratat o
asemanare crescutd cu cea teoretica, astfel incat acest stoc a fost folosit pentru exprimare.
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Expresia proteinei din capsida ssCCMYV si simulare de dinamica moleculara a capsidului ssCCMV
4.1.5. Expresie de test in shake flask
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Fig. 4-4 Cresterea E. coli in timpul expresiei de testare

Stocurile de celule selectate au fost utilizate pentru expresia proteinelor. in primul rand, plasmidele
au fost transformate in linia celulara gazda Escherichia coli BL21(DE3). Fig. 4-4), cultura celulara
a fost indusa cu 0,5 mM IPTG si incubatd timp de 3 ore la 37 °C. Suspensia celulara a fost
centrifugata timp de 10 minute pe 20000 rpm si 4 °C. Peletii au fost depozitati la -80 °C .

4.1.6. Optimizarea expresiei proteinelor

Dupa expresia de test, am planificat o optimizare pentru a maximiza randamentul expresiei.
Rezultatele SDS-PAGE au aratat cd conditiile optime sunt concentratia IPTG de 0,1 nM si
temperatura de incubatie de 37 °C (Fig. 4-6, lane 9).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

120 kDA |
90 kDA |

50 kDA |

Fig. 4.-6 SDS-PAGE for optimization of pUBK CCMYV expression
4.1.7. Purificarea proteinei pUBK CCMV

Purificarea pUBK_CCMYV a fost efectuatd pe un sistem FPLC AKTA (Amersham Biosciences,
Uppsala, Suedia). Fractiile au fost colectate separat: verde (CCMVI) si rosu (CCMVII). Fractiile
care contin proteinele au fost dializate si depozitate pentru analize suplimentare.
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Fig. 4.-7 Cromatograma pentru purificarea expresiei proteinelor pUBK_CCMV

Rezultatele purificarii FPLC au fost verificate prin SDS-PAGE (Fig. 4-8). Proteinele au fost
separate in mod corespunzator; cu toate acestea, alte proteine au fost legate langa proteina CCMV.

4 5 & 7 8 9 10 n 12 13 14 IS 1 i 3 4 5 6 7 8 9 10
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ey
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- a ” b

Fig. 4-8 Verificarea SDS-PAGE dupa purificarea pUBK CCMYV pe FPLC

4.1.8. Deubiquitinarea cu hidrolaza C-terminala ubiquitin 1 (YUH1)

Proteina YUHI a fost folosita pentru a tdia ubiquitina de pe proteina capsidica CCMV.

Ambele fractii colectate din purificarea FPLC au fost digerate cu YUH1. 8 ml de solutie CCMV1
a fost concentrata si a rezultat 2,2 ml cu o concentratie de 550 pg/ml. Solutiile au fost amestecate
intr-un raport proteind: enzima de 1:5 si dupa 1 ord de incubatie a fost purificat cu cromatografie
de afinitate Ni-NTA.

Dupa efectuarea unei analize SDS_PAGE, proteina CCMYV a fost detectata in mod clar (Fig. 4-8,
lane 2).
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Fig. 4-11 Digestia pUBK _CCMYV cu YUH1

Proteina capsidica CCMV poate fi produsd cu constructia plasmidd prezentata, prin expresie
heterologa. Deoarece aceastd metoda este comuna si eficientd, se poate obtine un randament ridicat
de proteine.

4.2. Minimizarea energetica a structurilor dimerice generate cu ZDOCK

Unitatea asimetrica din structura de referintd (PDB ID 1za7) contine trei catene (Fig. 4-12), cu o
conformatie aproape identici. In capsidul complet al virusului cu simetrie icosaedrala, se pot
observa 8 interfete posibile intre aceste catene (AA1, AA2, AB, AC, BA, BC1, BC2, CC). Acestea
pot fi clasificate in trei tipuri de interfete, pe care le numim T1, T2 si T3.

Fig. 4-12 The crystal structure of the asymmetric unit of ss CCMV(PDB ID 1za7)

Pentru generarea structurilor dimer prin serverul ZDOCK, introducem coordonatele lantului B sau
C ca "substrat" si aceleasi lanturi pentru "ligand". Prin urmare, calcularile ZDOCK au fost efectuate
pe urmatoarele perechi: BB, BC si CC. Am lasat coordonatele catenei A, deoarece structura
cristalului nu contine reziduurile 26-40 din aceasta structura (aceasta apartinand cozii flexibile N-
terminale a proteinei).

Simularea ZDOCK a salvat cele mai bune 2000 de structuri pe baza scorului de andocare, iar aceste
structuri au fost procesate in continuare prin minimizarea energiei cu AMBER.

Minimizarea energiei pentru cele trei seturi de 2000 de structuri a fost realizatd cu versiunile
normale si cuda ale pachetului software GMIN, interconectate la pachetul de software AMBER
[17].
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Comparam mai jos rezultatele celor patru serii de minimizare pentru fiecare dintre dimere (fiecare
pereche intr-o forma asociata si disociatd a structurilor ZDOCK).
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Fig.4-13 Rezultatele minimizarii energiei al dimerului BB in forma asociatd cu GMIN
(albastru), CUDAGMIN (verde) si in forma disociata cu GMIN (rosu), CUDAGMIN (violet)

A treia
si a patra rulare au fost efectuate pe pldci grafice atat in forme asociate, cét si in forme disociate.
Putem observa cd dimerele disociate au cele mai mari valori energetice din cauza lipsei de

interactiuni Intre lanturi, Tn timp ce In ruldrile asociate pot apdrea ciocniri intre catenele

dimerului(Fig. 4-13). Energia de legare a fost calculata prin diferenta dintre valorile energetice in
formele asociate si disociate ale dimerelor.
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Fig. 4-14 Rezultatele minimizarii energiei pentru dimerul BC in forma asociata cu GMIN (albastru),
CUDAGMIN (verde) si in forma disociata cu GMIN (rosu), CUDAGMIN (violet)

Minimele energetice ale dimerelor BC (Fig. 4-14) sunt in general mai mari decét cele ale dimerelor
BB si CC. Valorile energetice in cazul dimerului BC prezinta, de asemenea, o imprastiere mai
mare, datorita flexibilitatii mai mari a cozii N-terminale a proteinei. Modificarile conformationale
prezinta o varietate mai mare pe o scard mai mare.

Motivul unei variatii mai mari a energiilor in cazul configuratiilor asociate este ca in forma asociata

este posibil un numar mare de interactiuni suplimentare intre cele doua lanturi, care sunt, desigur,
inexistente In forma disociata.
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Fig. 4-15 Rezultatele minimizarii energiei pentru dimerul CC in forma asociata cu GMIN (albastru),

CUDAGMIN (verde) si 1n disociat pentru GMIN (rosu), CUDAGMIN (violet)

Energiile potentiale calculate cu AMBER, folosind modelul implicit solvent, nu sunt energii
potentiale "pure", deoarece modelul implicit de solvent contine schimbari de energie libere datorate
solvarii/desolvarii atomilor de pe suprafatd. Prin urmare, modificarile de entropie asociate cu
legarea/dezbinarea apei de pe suprafata sunt luate implicit in considerare la evaluarea termenului
de energie Generalized Born.

Energiile medii calculate pentru dimerele asociate si disociate sunt rezumate in Table 4-2.

Table 4-2 Energiile medii ale dimerelor BB, BC si CC

Energie medie (kca/mol) Deviatia standard

Asociat Disociat Asociat Disociat
BB GMIN -8847.675 -8823.670 44.803 4.593
BB CUDA -8906.350 -8875.450 45.729 6.021
BC GMIN -8710.890 -8693.810 186.979 8.566
BC CUDA -8798.770 -8795.730 200.001 19.208
CC GMIN -8833.065 -8810.840 102.098 4.845
CC CUDA -8893.080 -8862.160 102.941 6.240
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Energia de legare calculatd (Fig. 4-16) este reprezentat in functie de cea mai buna aliniere a celor
6000 de structuri cu dimerul CC (interfata T1). Aici putem observa o topologie asemanatoare
palniei. Putem observa ca pentru mai multe dimere, o valoare scazuta a RMSD corespunde o
energie de legare scdzuta. Dimerul cu cea mai mica energie este similar cu interfata de tip CC din
proteina capsiedi ss-CCMV, care are probabil un rol major in primele etape ale asamblarii
capsidelor.

50 4 T - T 50

binding anargy(kealimol)
binding energylscalimoly

0 5 W0 15 20 25 3 35 40 ] 5 1 5 20 30 B 40
HMED () RMSD (4)

€.

binding energy(keatimol)
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Fig. 4-16 Energii de legare in functie de RMSD a structurilor din CC-T1 (a.), BC1-T2 (b.), AC- T3 (c.).
Structura cu cea mai mica energie de legare suprapusa cu dimerul CC al virusului cu reprezentari de
suprafata (d.) si cartoon (e.)

Din cele trei grafice de mai sus putem concluziona ca interfata T1 (CC si BA) este cea mai stabila
dintre toate interfetele posibile din capsidul icosaedral. Mai mult decat atat, structura cu cea mai
mica energie de legare AMBER este una de interfata T1. Acest rezultat sugereaza cd optimizarea
globala cu potentialul AMBER este utild pentru predictia a celei mai stabile interfete dintre
proteinele capsidice ale virusului.

In Fig. 4-16 d. am reprezentat structura cu cea mai mici energie de legare (rosie) aliniati la dimerul
CC al virusului (verde). Alinierea a fost efectuata pe reziduurile 40-190 dintr-un lant.

Fig. 4-17 Structuri simetrice: a. dimer BB cu simetrie aproape de C2; b. dimer CC cu simetrie C1 c. dimer
CC cu simetrie C2 d. dimer BB cu simetrie C2
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Am gasit alte 4 structuri cu energie de legare mica, care nu se aliniaza bine cu cele trei tipuri de
interfata(Fig. 4-17)

4.3. Compararea simularilor MD scurta duratad pentru dimerele T1, T2 si T3

VN g, AP A ;\»ﬂ M\ Aot P f N Nv-a.y\% :N,e"‘”\@,w A
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Time (ns}

Fig. 4-19 Ca RMSD (a) si iRMSD (b) pentru dimerele T1 (albastru), dimerele T2 (rosu) si
dimerele T3 (verde)

Am selectat dimere din cele 6000 de structuri ZDock cu un iRMSD mai mic de 0,3 nm la interfata
respectiva din capsidul ss-CCMV, ca structuri de pornire pentru simularile noastre MD. Deoarece
nu am gasit dimere T3 corespunzatoare criteriilor, am selectat doud structuri: dimerul AB original,
preluat din capsid, si structura cu cel mai mic iRMSD din rezultatele ZDOCK.

Am rulat simulare MD in solvent implicit timp de 10 nsFig. 4-8. Putem observa o separare clara
pentru cele trei tipuri de interfete (Fig. 4-19) Aici este interesant sa ne uitdm la schimbarea
aminoacizilor de pe interfatd (regiunile gri). Pentru T1 si T2 nu putem observa o fluctuatie
semnificativd a reziduurilor de interfata, in timp ce pentru T3 putem observa cd cea mai mare
miscare este exact pentru reziduurile de interfata.
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Fig.4-16 RMSF pentru dimerele T1 (a.), T2 (b.) si T3 (c.) cu aminoacizii de interfatd evidentiate 1n gri.
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Calculele MM-GBSA au fost, de asemenea, efectuate pe cele 14 structuri. Rezultatele calculelor
sunt prezentate InTable 4-3, Iimpreuna cu energiile de legare calculate din ruldrile de minimizare
AMBER si valorile iRMSD. Energia medie de asociere este de —185,7 + 10,4 kcal/mol pentru T1,
—108,2 + 8,9 kcal/mol pentru T2 si —76,5 + 6,7 kcal/mol pentru T3.

Rezultatele aratd ca interfata T2 este cu aproximativ 40% mai putin stabild decét interfata T1.
IRMSD-ul interfetei T3 a crescut mai mare de 1 nm in timpul ruldrii 10 ns MD. Acest lucru
sugereaza ca interfata T3 nu joaca un rol in asocierea proteinelor.

Table 4-3 MM-GBSA binding energies

Minimum _AGtotal stdev binding Interface iRMS
label (kcal/mol) energy type (nm)
BC1 -206.18 10.85 -152.52 1 0.167
BC2 -194.65 10.19 -125.72 1 0.156

BC410 -211.71 10.66 -125.44 1 0.299
BC407 -181.08 9.77 -83.42 1 0.279
BC10 -139.44 11.91 -79.93 1 0.28
BC3 -186.38 10.22 -65.47 1 0.161
BC73 -180.24 11.83 -46.16 1 0.275
BC11 -118.96 8.39 -85.90 2 0.195
BC63 -101.88 8.95 -84.33 2 0.252
BC61 -96.53 8.08 -72.41 2 0.220
BC1273 -111.58 8.59 -66.71 2 0.199
BC187 -112.16 10.15 -59.62 2 0.273
BC1000 -79.79 7.09 -45.40 3 0.716
BB321 -73.18 6.24 -36.13 3 0.341

Structurile cu valori scazute ale energiei de legare cu iRMSD mica sunt considerate dimere de
proteine stabile. Dupa cum se poate observa, printre dimerii T1 trei structuri (BC1, BC2, BC410 —
numerotare conform indicelui structuriit ZDOCK) sunt sub -100 kcal/mol si valorile iRMSD in
raport cu dimerul proteic original sub 0,4 nm. T2 este reprezentat cu douad structuri bune (BC11,
BC63) cu valori scazute ale energiei de legare si iRMSD sub 0,3 nm.

Pe baza acestor rezultate au fost selectate trei structuri pentru a efectua simuldri de dinamica
moleculard si pentru a investiga in detaliu stabilitatea acestora (T1 - BC1, T2-BC11, T3 -BB321)

4.4. Dimere selectate pentru investigarea dinamicii

Pe baza minimizarii energetice am selectat trei structuri dimerice reprezentative cu cel mai mic
RMSD la tipurile de interfata (T1, T2, T3). De asemenea, am ales o structurd cu cel mai mare
RMSD la interfata T3, numita TX, pentru a observa comportamentul dinamic al unui dimer cu
similitudine scdzutd fata de toate interfetele.

4.5. Simulare MD de lunga durata in solvent explicit pentru dimerele de proteine
T1, T2, T3 51 TX

Simularile de lunga durata fac posibila o perspectiva mai profunda cu privire la comportamentul
dimerilor. Aici vd prezentam rezultatele pentru simuldrile de 2 ps pornite de la diferitele
configuratii optimizate (T1, T2, T3 si TX) 1n apd explicitd. Interfata C, RMSD a fost calculata
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pentru toate traiectoriile cu referire la prima structura. S-au facut calcule pentru catena principala
a proteinelor si pentru reziduurile de pe interfata de legare (Fig. 4-17).

Media valorilor de Co RMSD pentru dimerul T1 este de 0,94 nm, mai mare decat cea pentru T2
(0,83 nm). Structura T1 este mai flexibila, permitand o miscare accentuata a reziduurilor. Valorile
RMSD pentru T3 sunt cele mai mari, cu o fluctuatie mai mare (1,08 nm). Dacd aruncam o privire
la valorile RMSD de interfata (Fig. 4-23, b.) putem vedea o separare clard a celor trei tipuri de
dimere CCMV. T1 are cea mai mica valoare de medie (0,57 nm).

Valoarea iRMSD creste mai lent in cazul dimerului T2 la inceputul simularii, dar are o valoare
medie globald mai mare cu 0,3 ns pentru reziduurile de interfatd (1,14 nm) decét in cazul T1. De
asemenea, valoarea nu este convergenta, prezentand o tendintd continud de crestere. Rezultatul
indica faptul ca interfata T2 este mai putin stabild decat T1, acest lucru fiind in acord cu studiul
nostru anterior [6].

Interfata dimerului T3 este mai micd decét cea a T1 si T2, facand posibile miscari mai mari ale
catenelor. Prin urmare, valorile iRMSD sunt intre T1 si T2, cu o medie de 0,87 nm, cu o fluctuatie
mai mare a valorilor.

Fluctuatiile aminoacizilor au fost calculate pentru a monitoriza miscarea lor (Fig. 4-23 c). Exista
unele miscari comune ale partilor proteice in toate cele trei proteine. Butoaiele § de 7 unitati sunt
subunitati stabile ale monomerului proteic, dupa cum putem observa in digrama RMSF.Pe Fig. 4-
23 c. reziduurile de interfatd ale dimerelor sunt reprezentate cu bare de aceeasi culoare ca pentru
proteina respectiva.
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Fig. 4-23 C . RMSD (a.), iRMSD (b.), fluctuatia reziduurilor (c.) si suprafata interfetei (d.) pentru T1
(verde), T2 (rosu) si T3 (albastru)

Am calculat suprafata interfetei ca diferenta dintre SASA si suma SASA a monomerilor. Suprafata
interfetei T3 este cea mai micd si rdmane relativ constantd in timpul simuldrii cu deplasari
temporare minore (1339.2£182.2 A?). Suprafata interfetei T1 creste de la 14% din intreaga
suprafatad la 19%. T2 prezintd o crestere majora a suprafetei interfetei dupa 1000 ns de simulari, in
timp ce SASA este in scadere. Fluctuatiile mari ale valorilor aratda ca PPI-ul fiecarui dimer se
modifica permanent.
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Fig.4-26 Analiza NPT de 1,5 ps, simularea explicita a solventilor pentru interfata TX: a.C, RMSD si
iRMSD; b. structurile initiale (rosu) si finale (verde) ale TX suprapuse, cu reprezentarea suprafetei; c.
variatia suprafetei interfetei; d) numarul de legaturi de hidrogen; e. variatia unghiului dintre monomerii
proteinei.

Simularea de 1,5 ps la presiune constanta, in solvent explicit a fost efectuata pe TX. Investigarea
dinamicii unui dimer cu structurd diferita fata de cele trei tipuri de dimeri poate duce la informatii
suplimentare despre comportamentul proteinelor in conditii de contacte nefavorabile.

in timpul simularii au avut loc modificari drastice in structura dimerului TX. Initial, lanturile
proteinei au fost atasate intre ele prin coada N-terminald intr-o forma asemandtoare V-ului (Fig. 4-
26 b). In prima fazi a simulirii, dimerele formeazi o structurd asemanitoare tijei. Datorita acestei
miscari, valorile RMSD sunt ridicate, cu o medie de 1,51 + 0,2 nm pentru C, RMSD si 0,98 £0,15
nm pentru iRMSD (Fig. 4-26 a). Suprafata PPI este in crestere pe tot parcursul simuldrii, sugerand
o stabilitate tot mai mare a dimerului. In timpul simularii, numarul legaturilor de hidrogen este, de
asemenea, in crestere, cu fluctuatii mari.

4.6. Simulari de dinamica moleculara la temperaturi diferite

Simulari MD au fost efectuate pe temperaturi mai ridicate pentru dimerele T1, T2, T3 si TX pentru
a studia conditiile de disociere a dimerelor. Scopul principal a fost de a realiza o disociere a
dimerilor pentru o mai buna intelegere a mecanismului cand un capsid devine destabilizat.
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Patru simulari paralele cu viteze initiale diferite au fost efectuate n solvent implicit pentru T1, T2,
T3 si TX la temperatura de 350 K timp de 200 ns. Cele patru serii ale dimerului T1 prezinta o
asemanare intre ele, cu o medie de 1,1 nm C, (Fig. 4-19 c.). Modificarile interfetei sunt neglijabile
pentru T1 la temperaturi mai ridicate. Fluctuatiile valorilor se datoreaza miscarilor relative ale
catenelor, dar nu se poate observa o variatie conformationald mai mare.

Dimerul T2 se comporta diferit fati de T1. In trei simuliri din patru dimerul se apropie de o stare
de disociere; cu toate acestea, cozile N-terminale ale dimerelor raman atasate si impiedica separarea
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Fig. 4-27 C, RMSD (a), iRMSD (b) si suprafata interfetei (c) pentru T1 (rosu),
T2 (verde), T3 (albastru) si TX (violet) pe 350 K, solvent implicit

completi a lanturilor. Se observa, de asemenea, o pierdere accentuati in suprafata interfetei. In cea
de-a patra simulare, disocierea dimerului este completd cu o pierdere treptata a interactiunilor dintre
cozile N-terminale ale monomerilor.

Structura T3 se disociaza, de asemenea, in doud simuldri, in timp ce in celelalte ajunge la o stare
aproape de disociere. Interfata este mult mai mica decat pentru celelalte doua tipuri, prin urmare
migcarea reziduurilor de pe interfata este accentuata.

Au fost create binding energy landscapes (Fig. 4-28) pentru simularile de 200 ns sd observam
modificarile numarului de contacte pe PPI, distanta dintre lanturile de proteine si corelatia cu
energiile de legare.

Structurile T1 au valori energetice de legare scazute de-a lungul traiectoriilor, nu pot fi detectate
modificari drastice in structura proteinei. La inceput dimerul T2 are o energie de legare de -103
kJ/mol, care creste in timp cu pierderea contactelor. Energia de legare scade exponential la 0 pe
masura ce monomerii se Indeparteaza unul de celalalt la o pierdere totala a contactelor, ajungand
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la o stare disociatd. T3 si TX au energii de legare initiale mai mici, cu mai putine contacte. Graficele
sunt similare cu cele pentru T2 pe masura ce ajung la disociere.
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Fig. 4-28 Binding energy landscape 1n functie de contactele dintre monomeri si distantele
centrului de masa cu structurile initiale si finale prezentate, pentru simulérile MD in solvent
implicit pentru T1 (a), T2 (b), T3 (c¢) si TX (d) pe 350K

Dupa ce am constatat ca, in anumite conditii, se intdmpla disocierea dimerelor, am efectuat simulari
MD in solvent explicit la 350 K, presiune constanta timp de 600 ns cu cele patru dimere. Tendintele
valorilor C, (Fig. 4-29 a) pentru T1 (0,99+0,15 nm) si T2 (0,784+0,12 nm) sunt similare cu
simuldrile de 300 K cu fluctuatii mai mari. in cazul T3 (1,57+0,33 nm) si TX (1,52+0,42 nm)
observam o crestere majora a valorilor care poate fi explicatd odata cu modificarile structurale ale
dimerelor. Aminoacizii de pe interfata dintre monomeri prezinta un comportament diferit (Fig. 29
b).

Valorile PCA au fost legate de fiecare atom si vizualizate cu plugin-ul NMWiz in VMD [31].
Miscdrile relative ale atomilor sunt afisate ca sageti proportionale cu valorile lor (Fig. 4-29 d-g).

25



Expresia proteinei din capsida ssCCMYV si simulare de dinamica moleculara a capsidului ssCCMV

o
el
p
o

o N

C_ RMSD (nm)
iRMSD (nm)

0.5 NG SR L W

0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Time (ns)

interface surface (A™?)

0 1(;0 2(30 360 4(‘)0 5‘;)0 600
Time (ns)
Fig. 4-29 Ca RMSD (a), iRMSD(b) si suprafata interfetei (c) pentru T1 (albastru), T2 (rosu), T3 (galben) si TX (violet)
in solvent explicit, ansamblu NPT timp de 600 ns. Analiza modului normal pentru T1 (d), T2 (e), T3 (f) si TX (g).

Fluctuatia reziduurilor la 350 K in T1 arata o miscare relativ echilibrata, apar valori mai mari pentru
structurile iregulare. Orientarea sagetilor sugereaza o miscare de inchidere a lanturilor.

Miscarea accentuatd a reziduurilor N-terminale oferd cea mai mare parte a fluctuatiei globale a
proteinei T2 (Fig. 4-29 e). O miscare colectivd de rasucire a reziduurilor din primul lant poate fi
observatd pentru dimerul T3 (Fig. 4-29 f.), in timp ce N-terminusul celui de-al doilea lant se
indeparteaza de corpul proteinei. Miscari similare sunt observate in cazul TX (Fig. 4-29 g), totusi
cu un impact mai mic asupra interfetei dintre monomeri.

In concluzie, simularile explicite ale solventilor la temperaturi mai ridicate tind si destabilizeze
structura tertiard a dimerilor, in timp ce cele din solventul implicit pot destabiliza interfata proteina-
proteina.

4.7. Mutantii dimerului T1

4.7.1. Mutantii de deletie a dimerelor T1 si T2

In timpul simularilor MD la temperaturi ridicate, dimerul T2 a ajuns la o stare aproape de disociere,
cu toate acestea, cozile N-terminale ale dimerelor au rdmas atasate si au impiedicat separarea
completa a lanturilor. Pentru a depasi acest efect, am eliminat 10 reziduuri din terminalele N ale
ambelor lanturi in dimerele T1 si T2 si am rulat simulari ulterioare pe aceste proteine mutante.
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Simularea MD, NPT a fost efectuatd pentru mutantii de deletie T1 (T1DM) si T2 (T2DM) in
solvent explicit cu parametri similari cu cei de la 4.3. In timpul simulariiin solvent explicit de 200
ns pe 350 K, ambele dimere au ramas atasate. Miscarea reziduurilor a fost accentuata, datorita
temperaturii crescute. Valorile C, (Fig. 4-31 a), in timp ce pentru proteina initiald in aceleasi
conditii acestea au fost in jur de 0,99+0,15 nm.
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Fig. 4-31 C, RMSD, iRMSD (a) si suprafata interfetei (b) pentru 200 ns NPT, simulare in solvent explicit
pe 350K pentru T1DM (albastru), T2DM (rosu), respectiv T2DM pe 400K (galben)

Co RMSD, iRMSD (c) si suprafata interfetei (d) pentru simularea in solvent implicit de 100 ns pe 350K
pentru TIDM (albastru) si T2DM (rosu)

C. RMSD, iRMSD (e) si suprafata interfetei (f) pentru simularea in solvent implicit de 1us pe
300K pentru T1DM (albastru) si T2DM (rosu)

Diferente similare pot fi observate si pentru T2DM cu o medie de 0,61+0,11 nm C4 RMSD pe
350K si 0,60+0,10 nm pe 400K (datele de 400K neprezentate); cu toate acestea, nu s-a observat o
convergenti. Reziduurile de interfatd se comporta in acelasi mod atat la 350K, cat si la 400K. In
acest interval de timp nu se poate observa o diferentd mare in miscarea dimerelor.

T1DM are o miscare mai mare in solvent implicit pe 350K, dar ramane relativ stabil in timpul
simularii (1,18+0,15 nm Co RMSD si 0,57+0,11 nm iRMSD). T2DM ajunge la disociere deja in 1
ns de simulare (Fig. 4-31 ¢). Lipsa terminalului N ar putea provoca disocierea rapida, deoarece in
cazul dimerului T2 de tip salbatic disocierea a avut loc dupa 20 ns.

Am efectuat simulare implicitd timp de Ius pe 300 K pentru a observa stabilitatea generala a
mutantilor de deletie (Fig. 4-31. e-f). Valorile mai mici pentru TIDM pe 300 K pot indica faptul
cd reziduurile terminale sunt importante pentru pastrarea compactitatii dimerului. In cazul T2DM
putem detecta un comportament anormal, deoarece C, RMSD este mai mic decat iRMSD.

Aceste mutatii sunt interventii fortate in structura proteinelor, dar rezultatele demonstreaza ca
reziduurile terminale participa la stabilizarea dimerilor, in special pentru dimerul T1.
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4.7.2. Mutatii punctuale ale dimerului T1

Mutatii punctuale pe interfata dimerului T1 au fost generate prin inlocuirea reziduurilor originale,
atat in lantul B, cat si in cel C, pe baza proprietétilor dupa cum urmeaza:

e Polar la apolar e bazic la acidic

e apolar la polar e Aromatice la polare

e Acidic la bazic
Cele 178 de structuri mutante rezultate au fost minimizate cu CUDAGMIN fara cutoff la
interactiunile nonbonded si cu 10* RMS, criteriu de convergenti a fortei cu igb=2, saltcon=0.1.
Mai multe structuri mutante au o energie de legare scazuta, dintre care 9 sunt peste -100 kcal/mol.
Rezultatele arata ca mutatiile punctuale au potentialul de a afecta In mod semnificativ dimerizarea.
Pe baza energiei de legare calculate am ales cinci mutanti cu energie mare si doi mutanti pe baza

profilului de sensibilitate la mutatie generat, cu cel mai mare AAG si unul cu cel mai mic AAG.
Table 4-4 Lista mutatiilor selectate

Mutant Reziduu mutat Mutatie Energie de legare | AAGpred
(kcal/mol) (kcal/mol)

Gl6T Glycine Threonine -68.5482 0.590324
S26A Serine Alanine -92.6142 -0.40726
G64S Glycine Serine -98.7593 0.64485
A111S Alanine Serine -95.5852 0.241031
S160P Serine Proline -93.2639 -0.13606
E151C Glutamic acid Cysteine -2.77259
R65D Arginine Aspartic acid 2.330864
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Fig. 4-34 Media mobila a iRMSD pentru tipul salbatic (violet) si mutanti pentru simularile 100 ns MD pe
300K

Simularile MD au fost efectuate pentru 100 ns pe 300 K, in scopul de a vedea schimbarile intr-un
interval de timp scurt cauzate de mutatiile introduse.

Deoarece toate mutatiile au fost facute pe PPI, am analizat comportamentul interfetei. iRMSD-ul
de tip sdlbatic a fost comparat cu cei 7 mutanti (Fig. 4-34). S26A si A111S prezintda un
comportament similar cu tipul salbatic. Diferente majore sunt observate in miscarile interfetei in
ambele directii. G64S, G16T si E151C au valori mai mici cu aproximativ 0,2 nm, in timp ce R65D
si S160P au valori mai mari. Scdderea valorilor iRMSD sugereaza o stabilizare a dimerului, cu

toate acestea am dobandit o perspectivd suplimentard asupra modificarilor cauzate de mutatii
printr-o analizd mai profunda.

G16T S26A E151C

C,, RMSD (nm)
G, RMSD (nm)
C, RMSD (nm)

20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Time (ns) Time (ns) Time (ns)

Fig. 4-35 C o RMSD (albastru), iRMSD (rosu), numarul de legaturi de hidrogen (verde) si suprafata de

interfatd (violet) a G16T, S26A si E151C comparat cu WT (negru). Aminoacizii mutate la G16T (a.), S26A
(b.)si E151C (c.)

Am selectat trei mutanti de dimeri si am analizat simuldrile 100 ns, implicit solvent MD (Fig. 4-
395).
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In GI16T, o glicind a fost inlocuitd cu treonini la reziduurile 16 si 181, parti din regiunile N-
terminale ale monomerilor (Fig. 4-35 a). Atat C  RMSD (0,5240,05 nm), cat si iRMSD (0,28+0,03
nm) au scazut comparativ cu WT (C o RMSD = 0,92+0,09 nm, iRMSD = 0,47+0,05 nm).

in al doilea mutant, serina situati pe pozitia a 26-a este mutatd la alanind (S26A). Schimbiri
semnificative pot fi observate in valorile Co RMSD si suprafata interfetei. Fluctuatiile reziduurilor
de interfatd sunt similare cu cele ale WT.

Mutatia E151C stabilizeaza proteina, pe baza predictiet MAESTRO. Rezultatele simuldarii arata un
comportament similar. C, RMSD si iRMSD este mai mic decat in cazul WT cu fluctuatii mai mari.
Din datele noastre colectate pana in prezent, putem concluziona ca sunt necesare calcule
suplimentare pentru a estima consecinta mutatiilor punct pe dimer de proteine CCMV de tip
salbatic.

4.8. Simulari de dinamica moleculara cu schimb de replici

Simularile REMD cu solvent implicit au fost efectuate pe T1, F161P si T2DM pentru a depasi
barierele energiei libere, facand posibila o imagine mai precisda a modificarilor in timpul
simularilor. Fiecare simulare a fost efectuatd pentru 25 ns, 200 ns in total, pentru fiecare structura.
Temperaturile utilizate pentru simulari au fost de 300,00 K, 306,65 K, 313,42 K, 320,28 K, 327,25
K, 334,34 K, 341,53 K, 348,81 K, 356,24 K. Replicile cu cea mai scazuta si cea mai mare distributie
a temperaturii au fost selectate din cele 8 serii de productie REMD.

5

b.

e
o

IS

3.5

C” RMSD
Radius of gyration (nm)

2.5 AR

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 25
Time (ns) Time (ns) Time (ns) Time (ns)
c.
14 d
12
I 1
g 10 * L‘lM““ 0 M L/ ] ol Ellanti-parallel fsheet
3 s ﬂ ¥ N * L ’ [3-10 helix
s | 0.6
g 6 | '
2
T 4 0.4
2 0.2
0 0
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 25 TIL T1H F161PL F161PH T2DM L T2DM H

Time (ns) Time (ns)

Fig. 4-36 Variatia C« RMSD (a.), RoG (b.) si legéturilor hidrogen (c.) in timpul simuldrii REMD de 25 ns pentru sistemul
de distributie la temperaturi scézute (fundal alb) si sistemul de distributie la temperaturi ridicate (fundal gri) de T1
(albastru), F161P(galben) si T2DM(rosu); Structura secundard medie a sistemelor investigate (d.)

Dimerul T1 este stabil in ambele cazuri, cu o fluctuatie minora a RoG (Fig. 4-36 b.). Se observa o
schimbare majora 1n cazul mutantului de deletie. La o temperaturd mai scazutd, RoG este mai mic
decat in cazul T1 si F161P, din cauza lipsei reziduurilor N-terminale. La temperaturi mai ridicate,
cresterea mare a RoG pentru mutantul de deletie T2 se datoreaza disocierii. O usoard schimbare
poate fi observata in cazul F161P. La temperaturi mai scazute, stabilitatea dimerului creste odata
cu scaderea RoG, 1n timp ce la temperaturi mai ridicate se poate observa o crestere lenta.
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4.9. Dinamica moleculara acceleratd pe T1, T2, T3 timp de 500 ns in ansamblul

NPT

Dinamica moleculard acceleratda (aMD) este o versiune imbunatititd a MD-ului clasic, unde
potentialul este modificat pentru a reduce indltimea barierelor energetice locale, prin urmare
simularea poate ajunge la rezultate similare intr-un timp mai scurt.

aMD a fost efectuat pe dimerele T1, T2 si T3 pentru 500 ns pe 300 K in solvent explicit. Rezultatele
sunt aproximativ similare cu simularile cMD de 2us. Media C, RMSD a T1 a fost de 0,92 (+0,15)
nm. Putem observa o crestere atat a valorilor C, RMSD, cét si a iRMSD dupa 400 ns, ajungand la
valorile simuldrii cMD. Nu putem vedea aceastd schimbare pe suprafata interfetei; astfel,
schimbarea nu are loc la suprafata dintre monomeri. Schimbarea este cauzatd de miscarea de
deschidere a monomerilor, unghiul dintre monomeri fiind in crestere.

Valorile mai mici ale RMSD pentru dimerul T2 se datoreaza atasarii cozilor terminale la corpul
proteinei in prima faza a simularii. Prin urmare, miscarea mare a regiunilor cozii este impiedicata.
T3 se comporta ca in simularea cMD, cu modificari conformationale mai mari la inceputul
simularii si fluctuatia accentuatd a suprafetei de interfata, cauzate de structura felexibila a
dimerului.
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Fig. 4-38 C, RMSD (a.), iIRMSD (b.) si suprafata interfetei (c.) pentru simulari aMD pentru T1 (verde), T2
(rosu) si T3(albastru). Structurile initiale si finale ale simularilor de 500 ns suprapuse sunt reprezentate
pentru T1 (d.), T2(e.) si T3 (f.)

Dupa calculele PCA, primele doud eigenvectoare au fost proiectate pentru a genera un peisaj de
energie libera (Fig. 4-38), unde energia libera inspecteaza directia fluctuatiei. Culoarea albastra
inchisa indica stari conformationale stabile ale moleculelor. Sunt prezentate, de asemenea, structuri
proteice reprezentative ale bazinelor. Analiza detaliata a simularilor cMD este discutata in capitolul
45..

Dimerul T1 are un singur bazin cu o configuratie stabild (structura 1), deoarece simularea a
convergent in prima faza. In timpul a 500 ns de aMD doui minime de energie pot fi observate
(structura 2 si 3) in alte locatii, decat la cMD. Schimbarea se datoreaza miscarii de indoire discutate
mai sus. Cu toate acestea, proteina a explorat un spatiu conformational mai mare in timpul simularii
aMD.
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Fig. 4-39 Compararea peisajelor energiei libere pentru simularile cMD (prima coloand) si aMD (a doua
coloand) cu structurile reprezentative

Dimerele T2 au minimele in aceleasi locatii, structurile proteice corespunzatoare sunt, de
asemenea, foarte asemanatoare (structurile 4 pana la 7). Se poate observa un comportament diferit
in cazul dimerului T3. Proteina are o mobilitate mai mare in timpul simuldrii conventionale.
Bazinele se gasesc in aceleasi locuri cu bariere scazute intre ele, astfel incat tranzitiile sunt
susceptibile sd apara cu usurintd. Dimerul T3 este relativ instabil, cu mai putine interactiuni intre
monomeri, rezultand o flexibilitate ridicata a proteinei.

4.10. Pentamer ale dimerelor

Un pentamer ale dimerelor (PD) a fost selectat din capsida de ss-CCMV (PDB ID 1za7). Partea
interioard a PD este formata din cinci catene C conectate cu catene exterioare prin interfete T1, in
timp ce intre ele sunt prezente interfetele T2 (Fig. 4-40 .c).

€ RMSO frm)

Fig.4-40 C, RMSD pentru cele 2 simularii paralele ale PD; b. Fluctuatia reziduurilor din
PDi: catene interioare - rosu, catene exterioare - verde; c. Structura PD cu reprezentare a
suprafetei; d. Miscarea reziduurilor n timpul simularii pe baza calculului PCA
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Simularile de lungd durata au fost efectuate in solvent explicit pentru PD si analizate pentru o mai
bund vizualizare a modificarilor conformationale ale capsidului CCMV. Au fost efectuate doua
simuldri ale dinamicii moleculare NTP pentru 2 microsecunde in apa explicita cu viteze initiale
diferite.

Pentru o mai buna intelegere a modificarilor in timpul simularii am separat dimerele dupa tipurile
interfetelor, prin urmare am obtinut 5 dimere de interfatd T1 si 5 dimere de interfata T2

5 ! . \ : \
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Time (ns) Time (ns)

c. d.
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Fig.4-41 C « RMSD pentru dimerele T1 (a) si T2 (b). iRMSD pentru dimerele T1 (c) si T2 (d)

Printre dimerele T1, al treilea (T1D3) aratd un comportament diferit de celelalte. Dupa simularea
500 ns se poate observa o crestere de 0,4 nm atat pentru C, RMSD, cat si pentru iRMSD.
Monomerul exterior se deplaseaza in sus din planul PD. Schimbarea este similara cu cea vazuta cu
un dimer T1 independent. Regiunile N-terminale ale monomerilor interioare sunt aranjate intr-o
conformatie specificd, formand legaturi de hidrogen cu regiunile terminale a doud lanturi
invecinate pe partea dreapta. Aranjamentul este conservat in timpul simularii, astfel se subliniaza
rolul regiunii N-terminal in formarea si stabilizarea pentamerului.

Luand in considerare rezultatele, putem afirma ca dimerul T1 D3 de la decamer se comporta similar
cu dimerul T1 independent.

S-a calculat schimbarea numarului de legaturi de hidrogen de pe interfete in timpul simulérii. O
mica scadere a numarului de legaturi de hidrogen poate fi observata pentru cele doua dimere (T1
D1, T1 D3). Celelalte dimere T1 au avut valori similare cu cele ale dimerelor independente.

T2 D3 si T2 D4 se comporta similar cu dimerul independent. Desi miscarea dimerilor T2 in
decamer este impiedicata, comportamentul analog cu dimerul independent poate duce la concluzia
ca interfata dintre monomeri determind considerabil comportamentul decamerului.
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5. Concluziile

5.1.  Rezultate si contributii originale

In partea experimentali a lucririi, am studiat expresia proteinei capside CCMV in celula gazda E.
coli.

Plasmida care contine ADN-ul proteinei a fost achizitionata din resurse comerciale si transformata
in celule Rosetta E. coli BL21(DE3). Anterior, ADN-ul proteinei ss-CCMYV a fost clonat intr-un
vector care continea un his-tag si un partener de fuziune ubiquitin.

Clonarea plasmidei si exprimarea pUBK CCMYV a avut succes, confirmata prin secventiere.
Expresia a fost optimizatd cu o serie de experimente cu schimbarea temperaturii expresiei si a
concentratiei agentului de inducere. Proteina a fost purificatd cu cromatografie de afinitate nichel
si ubiquitina a fost indepartat cu enzima YUH]1. Sistemul de expresie prezentat poate fi folosit
pentru expresia proteinei capsidice ss-CCMV cu un randament ridicat.

In timpul studiilor am studiat anumite aspecte ale autoasamblirii capsidei virusului ss-CCMV, prin
modelarea si investigarea interactiunilor dintre catenele proteice care la randul lor formeaza
capsomeri, constituenti ai capsidei virale. Am examinat corelatia dintre interfetele cunoscute si
dimerele proteice modelate si am constatat potriviri structurale pentru toate cele trei tipuri de
interfete. Pe baza energiei de legare si a calculelor de RMSD, putem prezice ca dimerele CC (T1)
sunt cele mai importante in formarea capsidului. Aceastd concluzie este confirmata de calea de
asamblare initiala, care se desfdsoard prin dimerizare si adaugarea cooperativd a dimerelor.
Predictiile facute de PISA webserver aratd, de asemenea, ca aceastd interfatd este cea mai
importantd pentru formarea unitatii biologice. De asemenea, este important de notat faptul ca este
posibil construirea intregului capsid prin adaugarea ulterioara a dimerilor de T1 la un pentamer de
dimere. Pentamerul dimerelor este nucleul pentru asamblarea CCMV determinat experimental
[33].

Cele mai bune structuri generate de ZDOCK, organizate in ordinea scorului de andocare, corespund
destul de bine cu datele noastre simulate. Pentru un anumit dimer (BC), primele structuri din
rezultatele ZDOCK se numara printre dimerele cu cele mai mici energii de legare calculate cu
AMBER. Acest lucru ne conduce la concluzia ca campul de fortda AMBER poate fi utilizat pentru
modelarea interfetei proteina-proteind cu o buna capacitate predictiva. Cu toate acestea, selectia
configuratiilor initiale este o problema importantd. De asemenea, trebuie luatd in considerare
posibila flexibilitate conformationald a proteinei; prin urmare, este recomandat initializarea
calculelor ZDOCK de la conformatii proteice usor diferite. Orice predictie este la fel de buna ca
esantionarea de bazd, prin urmare este foarte important sd pornim de la cat mai multe configuratii
de diferite dimere pentru a efectua andocarea oarba.

Dupa studiile de andocare, am investigat comportamentul celor mai bune structuri dimerice prin
efectuarea de simuldri MD in diferite circumstante.

Studierea in detaliu a interactiunilor de pe interfetele de legare a dimerelor proteice poate ajuta la
intelegerea procesului general de formare a capsidei. Simularea formarii complexului proteic este
dificila si dureazd foarte mult, de aceea am ales sd analizdim procesul invers, disocierea.
Temperatura este un factor care influenteaza stabilitatea complexelor proteice. Am efectuat calcule
la diferite temperaturi si intervale de timp.

Simuldrile MD de scurta duratd efectuate pe structurile cu cea mai buna aliniere la interfetele
originale au condus la selectarea a trei dimere pentru investigatii suplimentare.

34



Expresia proteinei din capsida ssCCMYV si simulare de dinamica moleculara a capsidului ssCCMV

In timpul simulirilor scurte pentru dimerul T1 din capsida ss-CCMV la temperaturi ridicate,
proteina a Inceput sa se deplieze si nu am observat disocierea 1n acest interval de timp. Am constatat
stabilitatea structurilor secundare, structurile B-butoi par a fi mai stabile decat a-helix.

S-au efectuat simulari de 2 ps MD clasic in solvent explicit si s-a dovedit stabilitatea crescutd a T'1
in comparatie cu dimerul T2. Desi ultima structurd nu s-a disociat, interfata s-a schimbat continuu
pe tot parcursul simularii. T3 s-a dovedit a fi cel mai putin stabil dintre diferitele tipuri de interfete.
Dimerele au fost simulate la temperaturi diferite (300 si 350 K). In cazul configuratiei T1 s-au
observat doar mici modificari cauzate de temperatura ridicata, a inceput un proces lent de depliere.
In schimb, T2, asa cum era de asteptat pe baza stabilititii scizutd, a ajuns la o stare aproape
disociata pe 350 K, doar cozile N-terminale ale lanturilor monomerice au impiedicat separarea.
Pentru a reduce acest efect, am eliminat zece reziduuri N-terminale din ambele lanturi, iar
simularea repetata a dus la o disociere completa a lanturilor proteice.

Simularile de schimb de replici efectuate in solvent implicit la un interval de temperatura de 300
pana la 356 K sustin rezultatele noastre anterioare rezumate mai jos.

Dimerul T1 este stabil in cazul simularilor lungi si la temperaturi mai ridicate, de asemenea, este
de preferat deplierea in loc de disociere la cresterea temperaturii, aratand stabilitatea extrem de
ridicatd a interfetei T1. T2 este mai putin stabil si 1s1 pierde interfata originala la temperaturi mai
ridicate, dar disocierea totald este Impiedicata de coada N-terminald in unele cazuri. Mutantul de
deletie, provenit din dimerul T2, prezintd o disociere rapida la temperaturi mai ridicate. Cu toate
acestea, disocierea totald a fost observata pentru configuratia originald T2 in unele simulari de MD
in solvent implicit la temperaturi ridicate. Disocierea rapida a fost observata si pentru interfata T3
in aceste conditii. Coada flexibila N-terminal poate juca un rol in formarea dimerului actionand ca
o ancora, facilitand eventual contactul initial intre doi monomeri.

Mutatiile punctuale au fost generate pentru aminoacizii de pe interfata, iar mutantii au fost
minimizati. Au fost selectate cinci structuri aleatorii si au fost efectuate simuldri MD pentru a
prezice orice modificare care afecteaza stabilitatea proteinelor. Nu se pot observa modificari
semnificative si sunt necesare calcule suplimentare pentru a gisi o mutatie care are un impact mai
mare asupra stabilitatii proteinelor.

Dupa ce am dobandit o perspectiva mai profunda asupra comportamentului dimerelor proteice, am
ales un pentamer de dimeri din capsidul original ss-CCMV, deoarece acesta este urmatorul nivel
in procesul de auto-asamblare. Pentamerul dimerelor, care continea interfete T1 si T2, a fost stabil
in timpul simuldrii Tn solvent explicit de 2 ps. Dimerele separate pentru analiza au prezentat
comportamente diferite in timpul simuldrii, unele dintre ele au aratat asemanare cu simularea
dimerelor independente.

5.2. Lista publicatiilor originale

5.2.1. Publicatii

1. Z. Antal, J. Szoverfi, and S. N. Fejer, Predicting the Initial Steps of Salt-Stable
Cowpea Chlorotic Mottle Virus Capsid Assembly with Atomistic Force Fields, J. Chem.
Inf. Model., vol. 57, no. 4, 2017, doi: 10.1021/acs.jcim.7b00078, IF2017= 3.804

2. J. Szovérfi, Cs. K. Orban , B. Albert , K. Nagy , P. Salamon , Sz. Lanyi, In Vitro Study
Of The CCMV Capsid Protein: Cloning, Expression, And Purification, U.P.B. Sci. Bull.,
Series B, Vol. 83, Iss. 1, 2021, pp. 135-142
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3. Szoverfi, J., Fejer, S.N. Dynamic stability of salt stable cowpea chlorotic mottle virus
capsid protein dimers and pentamers of dimers. Sci Rep 12, 14251 (2022).
https://doi.org/10.1038/s41598-022-18019-9 , IF2021= 4.996

5.2.2. Conferinte

1. Molecular modeling in chemistry and biochemistry MOLMOD 2016, November 2016, Cluj
Napoca, Romania “Modelling the dimerization of the CCMV capsid protein”, oral
presentation

2. 22" International Conference on Chemistry, November 2016, Timisoara, Romania,
“Modelling the dimerization of the CCMV capsid protein”, oral presentation

3. 20™ Romanian International Conference on Chemistry and Chemical Engineering,
September 2017, Poiana Brasov, Romania, “Modelling the thermal stability of wild-type
and mutant dimers of the CCMV capsid protein”, poster

4. 23" International Conference on Chemistry, October, 2017, Deva, Romania, “Modelling
the thermal stability of wild-type and mutant dimers of the CCMV capsid protein™, oral
presentation

5. 24" International Conference on Chemistry, October, 2018, Sovata, Romania, “Cloning,
Heterologous Expression and Molecular Dynamics Simulation of the CCMV Capsid
Protein”, oral presentation

6. Molecular modeling in chemistry and biochemistry MOLMOD 2018, October 2019, Cluj
Napoca, Romania, “Molecular Dynamics Studies of CCMV Capsid Protein oligomers”,
oral presentation

5.3.  Perspective pentru dezvoltari ulterioare

Auto-asamblarea CCMYV este studiatd pe scara larga atat in vitro, cat si in silico din anii '60, cu
toate acestea multe intrebari au ramas fara raspuns. Capsidele goale sunt utilizate ca nanocarriers,
astfel Incat numeroase aplicatii sunt posibile.

Pentru a continua investigarea formarii a capsidelor, se poate genera o suprafatd energetica
potentiald pentru doud unitdti proteice rigide. O functie analiticd poate fi montata pe suprafata
energeticd potentiala.

Odata cu coarse-graining a structurilor cu interfete dimerice stabile, simularea auto-asamblarii a
unitdtilor proteice coarse-grained poate fi simplificata, realizdnd simularea intregului capsid.

In ceea ce priveste partea experimentald pot fi generati mutanti, care perturbi cea mai buna interfata
si se poate face o comparatie a cineticii de asamblare pentru tipul sédlbatic si proteina mutanta.
Digestia proteinelor si procesul de purificare pot fi optimizate In continuare, pentru un randament
mai mare al proteinei capside CCMV.

Exprimarea pe scara largd a proteinelor poate fi efectuata in bioreactor.
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