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Mecanisme moleculare ale sintezei proteinelor funcţional active
Sinteza proteinelor este reglată intracelular prin mecanisme multiple destinate să asigure dobândirea conformaţiei tridimensionale unice caracteristice proteinei biologic active. Principalul obiectiv al acestui proiect este înţelegerea, la nivel molecular, a mecanismelor intime implicate în biosinteza proteinelor biologic active şi reglarea răspunsului la stres în diferite stări patologice. Proiectul de faţă continuă studii anterioare dezvoltate în cadrul Institutului legate de elucidarea mecanismelor intime ale plierii glicoproteinelor şi rolul părţii glucidice în transportul intracelular. 

Biosinteza şi maturarea proteinelor depind de eficienţa procesului de pliere a lanţului polipeptidic care la rândul său depinde de interacţia lanţului cu chaperoane moleculare rezidente în reticulul endoplasmatic. Moleculele chaperone cu localizare în afara reticulului endoplasmatic sunt implicate în reacţia organismelor eucariote la condiţii de stres. Proiectul de faţă îşi propune să identifice căile de maturare a lanţurilor polipeptidice şi rolul moleculelor chaperon în condiţii de stres. Relaţia dintre structura şi funcţia proteinelor a fost investigată prin metode performante de tipul imprăştierii de neutroni, difracţie cu raze X şi simulare moleculară. Pentru a corela studiile la nivel fundamental cu potenţiale aplicaţii se va investiga efectul terapeutic al proteinelor studiate pe model animal.
Rezultate ştiinţifice obţinute în cadrul proiectului

Rezultatele ştiinţifice obţinute în cadrul obiectivelor menţionate, sunt următoarele:  

a. Etapele plierii lanţului polipeptidic al glicoproteinelor solubile şi membranare. 

Rezultatele experimentelor de denaturare chimică a proteinelor in vitro au demonstrat posibilitatea renaturării proteinelor solubile parţial denaturate, cu ajutorul proteinelor de şoc termic de masă moleculară mică (PSTm). Aceasta ar putea explica exprimarea crescută a PST în maladii de "agregare" sau în diferite tipuri de cancer. Rezultatele noastre contribuie la înţelegerea mecanismelor de producere a unor astfel de maladii. 

b. Descifrarea mecanismului general de asociere a moleculelor chaperon cu proteinele în condiţii normale şi patologice

Pe lângă moleculele chaperone, în procesul de pliere al proteinelor intrevin şi proteine cu activitate enzimatică, un rol important revenind disulfid izomerazelor, enzime care catalizează formarea şi rearanjarea punţilor disulfidice. Cercetările noastre s-au axat pe implicarea ERp57, o proteină din familia disulfid izomerazelor, rezidentă în reticulul endoplasmatic, în procesul de pliere a tirozinazei. S-a demonstrat interacţia acestei proteine cu tirozinaza atât în lipsa cât şi în prezenţa inhibitorilor procesului de N-glicozilare. Aceste rezultate sugerează posibilitatea existenţei unui alt tip de interacţie a ERp57 cu tirozinaza, pe lângă cel de tip lectină-glucid. 

c. Condiţii fizice ale funcţionalităţii proteinelor studiate prin împrăştiere de neutroni şi simulare moleculară

A fost pusă la punct o nouă metodă de investigare a dinamicii interne în proteine, bazată pe experimente de împrăştiere quasielastică de neutroni, simulare moleculară şi modelare analitică a datelor de simulare. Această metodă a permis observarea unei modificări graduale a regimului dinamic dinspre suprafaţă spre miezul unei proteine. Acest gradient dinamic explică pe de o parte stabilitatea internă a structurii unei proteine iar pe de altă parte plasticitatea suprafeţei acesteia, capabilă să se reorganizeze local în timpul interacţiei cu liganzii.
d. Relaţia structură-funcţie a proteinelor  în procesele de semnalizare

Domeniul MAM, recent identificat, se regăseşte într-o varietate de glicoproteine neînrudite structural şi funcţional. În scopul caracterizării, acest domeniu a fost clonat în sistemul de expresie baculovirus - celule insecte. Studiile preliminare au arătat că proteina obţinută este secretată în forma funcţionlă.

e. Corelarea aspectelor fundamentale cu cele aplicative: Efectul terapeutic al proteinelor anti-inflamatoare incluse în lipozomi în  artrita reumatoidă
Potenţialul terapeutic al lactoferinei, o glicoproteină cu proprietăţi anti-inflamatoare şi anti-microbiene, poate fi imbunătăţit prin utilizarea lipozomilor pentru transportul şi eliberarea intracelulară controlată. În acest sens, administrarea la şoareci cu artrită reumatoidă indusă experimental de lactoferina inclusă în lipozomii pozitivi a condus la reducerea scorului artric ca rezultat al prelungirii timpului de retenţie şi implicit de acţiune la situsul inflamaţiei.

Datele obţinute permit aprofundarea înţelegerii căilor de biosinteză şi pliere corectă a glicoproteinelor, cu implicaţii majore în obtinerea de proteine recombinante, active funcţional. Rezultatele ştiinţifice prezentate au fost publicate într-un număr de 9 articole publicate în reviste prestigioase internaţionale conform Anexei.

Metodologiile biochimice şi de biologie moleculară dezvoltate în cadrul proiectului prioritar au constituit obiectul cursului internaţional organizat anul acesta în colaborare cu Societatea Romana de Biochimie şi Biologie moleculară şi Federaţia Europeană a Societăţilor de Biochimie (FEBS), intitulat  "Tehnologia ADN recombinant". 
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