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INTRODUCERE

Boala Alzheimer (BA), o afectiune neurodegenerativa cronica,
reprezinta cea mai comuna forma de dementa, fiind una dintre principalele
cauze de deces in randul persoanelor in varsta (Atwood et al., 2008; Wang
si Wang, 2017; Terracciano si Sutin, 2019). Pe plan global, tulburarile
cognitive precum BA afecteaza anual milioane de oameni pentru care nu
exista tratament ci doar forme de ameliorare a declinului neuronal (Liu,
Qu si Wang, 2018). Conform statisticilor existd aproximativ 44 de
milioane de oameni 1n intreaga lume care traiesc cu boala Alzheimer sau
cu o forma asemanatoare de dementa (Rabinovici, 2019).

Acest tip de neurodegenerare este printre cele mai studiate si
frecvente afectiuni neurodegenerative, manifestandu-se in general prin
pierderi neuronale si sinaptice si o degradare continud a activitatii
cognitive (Przedborski, Vila si Jackson-Lewis, 2003; Wenk, 2003). Cele
mai importante repere ale acestei boli sunt formarea si depunerea placilor
de amiloid si prezenta incurcaturilor (din engl. tangles) neurofibrilare la
nivelul sinapselor (Castellani, Rolston si Smith, 2011; Kant, Goldstein si
Ossenkoppele, 2019). Desi etiologia BA nu este inteleasa in totalitate,
dovezi semnificative au ardtat cd agregarea peptidei amiloidice AP
reprezintd un eveniment declansator care conduce la aparitia si propagarea
bolii (Panza et al., 2019).

Generic, peptidele amiloidice pot fi regasite in literaturd sub
denumirea de peptida AB. Neurotoxicitatea crescutd a peptidei de tip p-
amiloid este generatd in principal de secventele peptidice AP1-40) si APq-
42), caracterizate de conformatii anormale, de tip B-pliat, identificate post-
mortem in creierul pacientilor suferinzi de boala Alzheimer (Huang si

Mucke, 2012). Cea mai toxica forma de AP 0 reprezinta peptida AP(1-42),
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insa, nu este foarte clar care dintre resturile de aminoacizi sunt implicate
direct in initierea procesului de oligomerizare a peptidei. Dintre cei 20 de
aminoacizi prezenti In peptide si proteine, doar cinci sunt electroactivi, si
anume: tirozind - Y, histidind - H, metionind - M, cisteind - C si triptofan -
W (Enache, Chiorcea-Paquim si Oliveira-Brett, 2018). In plus, s-a
observat ca peptida AP contine situsuri de legare a metalelor, in special in
regiunea N-terminala 1-16 bogatd in histidine, regiunea 9-16 poate fi
considerata activa in legarea metalelor ( Habasescu et al., 2020).

Stresul oxidativ reprezentd un alt aspect important al acestei
patologii fiind implicat in degradarea organismului si generarea bolii
Alzheimer. Tn creier, speciile reactive de oxigen sunt in mod normal un
produs secundar al fosforilarii oxidative si a diferitelor oxidaze tisulare
(Coyle si Puttfarcken, 1996). Cu toate acestea, odata cu Tmbatranirea sau
in cazul dezvoltdrii bolii Alzheimer, conditiile care afecteazd functia
mitocondriala pot interfera cu transportul electronilor si pot induce
cresterea concentratiei radicalilor liberi (Coyle si Puttfarcken, 1996). S-a
dovedit faptul ca numerosi ioni metalici sunt implicati in producerea de
specii reactive de oxigen (ROS), insa rolul exact al ROS in initierea BA nu
este pe deplin cunoscut (Cheignon et al., 2018).

Sinteza peptidelor si a complecsilor acestora cu ionii metalici
constituie un domeniu atractiv de cercetare, in principal datorita
modificarilor conformationale care pot aparea in structura peptidelor,
aceste mecanisme fiind responsabile pentru aparitia unor asa-numite boli
conformationale (Selkoe, 2000; Murariu et al., 2018).

Prezenta teza de doctorat intitulata ,, Peptide amiloidice: sinteza,
caracterizare si aplicatii biomedicale” contine 239 pagini cuprinzand un

numar de 141 figuri, 55 tabele si 334 indici bibliografici.



Rezultatele care stau la baza acestei teze de doctorat alcatuiesc
subiectul a sase articole stiintifice publicate in jurnale cotate Web of
Science, cu factorul de impact cumulat de 5,992. in trei dintre acestea,
autoarea tezei are calitatea de autor principal (Jureschi et al., 2019a;
Jureschi et al., 2019b; Jureschi, et al., 2019c), iar in alte trei lucrari este
co-autor (Lupaescu et al., 2019; Murariu et al., 2019; Habasescu et al.,
2020). Pe langa articolele mai sus mentionate au fost publicate si trei
articole in volumele conferintelor cotate ISI, avand la baza o parte din
rezultate obtinute in cadrul prezentei cercetari doctorale (Drochioiu et al.,
2018; Jureschi et al., 2019d; lon et al., 2019).

Rezultatele obtinute in perioada stagiului doctoral au fost
diseminate de asemenea in cadrul a sapte conferinte internationale si a sase
conferinte nationale. Activitatea de cercetare a fost completatd cu
participarea la trei seminarii stiintifice, sase scoli de vard internationale, iar
la patru din acestea autoarea tezei contribuind si in calitate de co-
organizator.

Totodatd, dezvoltarea profesionala, acumularea cunostintelor si
formarea aptitudinilor au fost favorizate prin angajarea efectivd in
proiectul de cercetare “Modificari conformationale ale peptidelor in
prezenta ionilor metalici si a compugsilor antiamiloidici, dependente de
timp si de pH, implicate in bolile neurodegenerative”, acronim
MeticonpH.

Pentru realizarea tezei de doctorat intitulata ,, Peptide amiloidice:
sintezd, caracterizare si aplicatii biomedicale” s-au avut in vedere

urmatoarele obiective majore cum ar fi:

v' Sinteza unor peptide derivate de la peptida nativa ABe-16), Utilizand

metoda de sintezd a peptidelor in faza solida, SPPS.



v' Purificarea si caracterizarea peptidelor obtinute prin metode
instrumentale, cum ar fi: spectrometria de masa si spectroscopia in
infrarosu.

v" Studiul formarii complecsilor peptidici cu ioni metalici, Tn special
de aluminiu, fier, zinc, cupru si argint.

v' Investigarea modificarilor conformationale ale peptidelor si
complecsilor peptido-metalici.

v Investigarea procesului de agregare a peptidelor amiloidice prin
tehnici electroforetice.

v Diseminarea rezultatelor prin publicarea acestora in jurnale cu
factor de impact si prezentarea acestora la conferinte internationale

si nationale.

Din punct de vedere structural, teza cuprinde doud parti, o parte
teoreticad si una in care sunt prezentate rezultatele cercetarii doctorale
proprii. Astfel, in prima parte a fost realizat un studiu amplu al literaturii
curente, fiind structuratd in sase capitole care oferd informatii despre
starea actuala a cunoasterii in domeniul tematicii alese. Au fost incluse aici
informatii despre structura compusilor cu legaturi peptidice, despre
peptidele  biologic  active, importanta  peptidelor  amiloidice,
neuroprotectoare si producerea acestora in organism, metodele de sinteza
de peptide si principalele metode fizico-chimice utilizate in caracterizarea
structurala si conformationala a peptidelor. La finalul ultimului capitol
sunt prezentate obiectivele propuse in realizarea tezei de doctorat.

A doua parte a tezei este originald si cuprinde contributiile
personale, fiind alcatuita din sapte capitole. Primul dintre acestea prezinta
informatii despre materialele si metodele utilizate 11n cercetarea
experimentala. Al doilea capitol cuprinde etapele urmarite in sinteza,

purificarea si caracterizarea peptidelor amiloidice prin spectrometrie de
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masa si spectroscopie in infrarosu. Al treilea capitol cuprinde investigarea
interactiunii peptidelor cu ioni metalici, precum: aluminiu (III), fier (III),
fier (11), zinc (1), cupru (1), cupru (), argint (I) prin spectrometrie de
masa de tip MALDI-TOF. Al patrulea capitol se referd la investigarea
formarii complecsilor peptido-metalici prin spectrometrie de masd in
tandem (MS/MS). Al cincilea capitol cuprinde studiile de agregare a
fragmentului amiloidic AP(s-35). Al saselea capitol descrie caracterizarea
teoreticd a peptidelor de tip amiloidic. Capitolul final prezintd activitatea
stiintifica desfaguratd in perioada doctorala si lista lucrarilor publicate.

Tn incheierea tezei sunt prezentate concluziile generale,
bibliografia, precum si anexele care contin copiile articolelor stiintifice

publicate.



PARTEA II. CONTRIBUTII PERSONALE
II.1 MATERIALE SI METODE

11.1.2 Metode de cercetare

11.1.2.1 Sinteza peptidelor de tip amiloidic

Sinteza fragmentelor de peptidelor de tip amiloidic a fost realizata
prin metoda in fazi solidd utilizdnd strategia Fmoc/t-Bu. Tn cazul
fragmentelor derivate de la peptida AP-16) S-a folosit o rasind de tipul
Fmoc-Rink-Amida cu o capacitate de legare de 0,48 mmol aminoacid/g
rasind. Fragmentul APs-3s5) a fost sintetizat pe o rasind avand deja cuplat
primul aminoacid, de tipul PS-PHB-Met-Fmoc cu o capacitate de legare
de 0,78 mmol aminoacid/g rasina. Astfel, Tn functie de capacitatea de
legare a rasinei folosite s-au calculat cantititile de substante necesare
sintezei pentru a ajunge la o concentratie finald de 100 uM peptida.

Pe scurt, sinteza peptidelor s-a realizat pe rasind in mediu de
dimetilformamida (DMF), pornind de la capatul C-terminal la cel N-
terminal printr-o serie de reactii de cuplare/deprotejare. Sinteza a fost
realizata intr-o seringd din material plastic prevazuta cu frita la baza, iar
pentru indepdrtarea solventilor aceasta a fost conectata la o pompa de vid,
instalatia fiind prezentatd in Figura I1.1.2

Intr-o primi etapa are loc umflarea riginei in DMF timp de 30
minute. Deprotectia grupelor protectoare (Fmoc sau tert-butil) aflate pe
rasind sau pe aminoacid se obtine cu o solutie de 20% piperidina in
dimetilformamida. Atasarea covalentd a aminoacidului amino-protejat la
suportul polimeric solid se realizeaza doar dupa activarea acestuia in
prezenta activatorului PyBOP in mediu bazic de N-metilmorfolina.
Excesul de reactivi si aminoacizi a fost Indepartat prin spalare cu DMF.

Pentru a asigura un randament maxim, reactia de cuplare s-a repetat de



doud ori pentru fiecare aminoacid inserat in structurd. De asemenea,
cantitatile stoichiometrice ale reactivilor de cuplare si aminoacizilor
folositi in reactie au fost mult mai mari de 1:5 si respectiv 1:2. Etapele de
deprotectie si cuplare se repetd pentru fiecare aminoacid in parte, pana la

realizarea secventei dorite.

|y Soluie de amino acid
—f— Rasind

1 [ Fiita

Figura I11.1.2 Instalatia de sinteza manuala in faza solida a peptidelor.

I1.1.2.3 Formarea complecsilor peptido-metalici

Peptidele sintetizate si purificate au fost supuse interactiunii cu
diversi ioni metalici in mediu apos in vederea formarii complecsilor
peptido-metalici. Pentru aceste studii au fost utilizate saruri ale ionilor
metalici de: AIP*, Fe**, Fe?*, Zn?*, Cu®, Cu* si Ag". Astfel au fost
realizate solutii amestec de peptidd (concentratie 8 mM) - ion metalic
(concentratie 80 mM) in apa deionizata (MilliQ) la un pH 6,6 cu un raport
molar final peptida: ion metalic de 1:10. Solutiile rezultate au fost incubate
folosind un termomixer (Thermomixer Compact Eppendorf AG 22331,
Germania) timp de 20 ore la 24 °C si 350 rpm. In final, probele au fost

liofilizate si supuse analizelor MS si FT-IR.

7



11.2 SINTEZA, PURIFICAREA SI CARACTERIZAREA
PEPTIDELOR DE TIP AMILOIDIC

Unele studii functionale si de structurd ale peptidelor presupun si
inlocuirea diferitilor aminoacizi cu alanina sau glicina (Grant, 2002). Insa,
in cazul fragmentului nativ AB(e-16), S-au Sintetizat patru analogi structurali
ce au vizat importanta histidinelor si a nucleului fenolic al tirozinei. Astfel,
a fost inlocuita tirozina (Tyr, Y) din pozitia 10 cu fenilalanind (Phe, F),
obtindndu-se peptida AP-16)F si respectiv cu glicina (Gly, G) rezultand
ABe-16G. In alte douad fragmente derivate, AB-16/GG, AP(9-16/GGG, au
fost modificate cele doua histidine (His, H) cu glicinad (Gly, G) si tirozina
(Tyr, Y) din pozitia 10 cu glicina (Gly, G), asa cum se poate observa si din
Figura 11.2.1 (Jureschi, et al., 2019b). Sinteza peptidelor a fost realizata
manual de la capatul C al peptidei la cel N-terminal prin metoda Fmoc/tBu
de sinteza in faza solida SPPS (din engl. Solid Phase Synthesis).

9 10 1 12 13 14 15 16
Gly-Tyr-Glu-Val-His-His-GIn-Lys
l AB(o.16)

14 15 16

9 10 11 12 13
Gly-Phe-Glu-Val-His-His-GlIn-Lys
l AB(g.16)F

9 10 11 12 13 14 15 16

Gly-Gly-Glu-Val-His-His-GIn-Lys
AB(Q-lS)G

9 10 11 12 131 141 15 16

Gly-Tyr-Glu-Val-Gly-Gly-GIn-Lys
AB(s.16)GG

9 1 11 12 13 14 15 16

Gly-Gly-Glu-Val-Gly-Gly-GIn-Lys

ABs 15GGG

Figura 11.2.1 Structura generala a peptidelor de tip amiloidic AP9-16).



Dupa indepartarea de pe suportul polimeric, peptidele sintetizate au
fost supuse procesului de purificare prin cromatografie RP-HPLC pe doua
tipuri de coloane cromatografice: o coloana Cig specificd peptidelor cu
caracter hidrofilic si o coloana Cg caracteristica peptidelor hidrofobe.
Cromatogramele RP-HPLC caracteristice separarilor analitice ale
peptidelor de tip amiloidic sintetizate au prezentat peak-uri majoritare la
timpi de retentie diferiti. Acest lucru se datoreaza in principal caracterului
mai hidrofil sau hidrofob al fiecérei peptide, caracteristica dependentad de
structura acesteia. Vérfurile individuale au fost selectate si fiecare
fractiune eluatd a fost colectatd si analizata prin spectrometriec de masa
MALDI-ToF. Determinarea masei moleculare a unei peptide este o etapa
fundamentald necesard identificdrii compusului si confirmadrii reusitei

sintezei.

11.2.1 Sinteza, purificarea si caracterizarea fragmentului Apo-16)

Obtinerea fragmentului de tip amiloidic AP-16) S-a realizat prin
sintezd manuald in faza solida Fmoc/t-Bu. Cuplarea aminoacizilor a fost
efectuata pe o rasina de tipul Fmoc-Rink-Amide, cu o capacitate de legare
de 0,48 mmol aminoacid/g rasina. Tn Figura 11.2.2 este prezentat spectrul
de masa MALDI-ToF al peptidei AB-16) impure, Tnregistrat dupa sinteza.
Cel mai intens semnal a fost atribuit ionului molecular [M+H]" si poate fi
observat la m/z 996,7.

Tn spectrul acestei peptide mai sunt prezente semnale la m/z 1018,7 si
m/z 1034,7 ce au fost atribuite aductului cu ioni de sodiu [M+Na]" si,
respectiv, ioni de potasiu [M+K]". De asemenea, au fost gasite semnale la
o diferentd de 106 unitati m/z, generate de ionii moleculari ai peptidei
incomplet deprotejate: [M+H+106]" la m/z 1102,8 si [M+Na+106]* la m/z

1124,8. Atribuirea semnalelor observate in spectrele de masa a fost



realizata prin compararea valorilor obtinute experimental cu cele calculate
teoretic, conform cu Tabelului 11.2.1.

ad’ [M+H]*
996,7

u

4

Intens. [a

[M+H+108]*
1102,8

2 [M+Na]*
10187

[M+Na+106]*
1124.8

[M+KT*
1034,7

| s il Luu " — I}

0600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 .rr;fz

Figura 11.2.2 Spectrul de masa MALDI-ToF obtinut in mod reflectron

pozitiv al peptidei AP-16), inainte de purificare.

Tabelul 11.2.1 Structura si masa moleculara a peptidei amiloidice Apo-16)
calculatd teoretic si obtinutd experimental prin spectrometrie de masa

MALDI-ToF

Peptida lon Teoretic Experimental
molecular (m/z) (m/z)
[M+H]* 996,4 996,7
AP9-16)
[M+Na]* 1018,4 1018,7
(H2N-GYEVHHQK-
[M+K]* 1034,4 1034,7
CONH;)
[M+H+106]" 1102,4 1102,8
Ca4HesN15012
[M+Na+106]" 1124 .4 11248
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Desi spectrul de masa al peptidei prezentat in Figura 11.2.2
confirma reusita sintezei, prezenta semnalelor de la m/z 1102,8 si m/z
1124,8 atribuite peptidei impure a impus realizarea unei etape de
purificare. Separarea fragmentelor amiloidice de tipul AP-16) S-a realizat
cu ajutorul unei coloane Cig datoritd caracterului hidrofil al acesteia. In
cromatograma peptidei AP-16) prezentata in Figura 11.2.3 se observa doua
semnale bine definite din care primul a eluat la timpul de retentie de 13,70
min si 13,7 % solvent B, iar cel de-al doilea a fost observat la timpul de
retentie de 18,83 min si 18,8 % B.

C18 analitic UV_VIS_1WVL:215nm
1-13,70

800
800
700
600
500
400
300
200

100
O —— A

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Timp (min)

2-18,83

Absorbanta (mAU)

Figura 11.2.3 Separarea cromatografica a peptidei AP-16) obtinutd cu

ajutorul gradientului prezentat Tn Tabelul 11.1.2.

Spectrele de masa prezentate in Figura 11.2.4 au fost obtinute in
urma colectarii separate a fractiunilor eluate cromatografic. Figura 11.2.4
(A) prezinta spectrul de masa al fractiunii colectate la timpul de retentie de
13,70 min. Semnalele identificate la m/z 996,7, m/z 1018,7 st m/z 1034,7
au fost atribuite atat ionilor moleculari [M+H]" al peptidei ABs-16) pure cat
si aductilor acesteia cu sodiu si potasiu. In cazul Figurii 11.2.4 (B), ce
corespunde spectrului de masa al fractiunii eluate la timpul de retentie de

18,83 min, au fost observate semnale specifice peptidei incomplet
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deprotejate  [M+H+106]" si a aductilor acesteia cu Na" si K™
[M+Na+106]", respectiv, [M+K+106]".

- 4.
% [M+H]* A [M+H+1086]* B
" 996,7 1102,8
E - 4
£ 5

4 4

3 3

2 [M+Na]* 21 [1“1“; 4N8a +106]"

10187 '
: M+K]* :
E 5034 7! 1 [(M+K+108]"
: 1140,8
Lo Lk bh 1 l_ .AJh“_.L i liu il

0, = 0
700 800 900 1000 1100 1200 1300 . 800 900 1000 1100 1200 1300 1400,

Figura 11.2.4(A,B) Spectrele de masa MALDI-ToF realizate in mod
reflectron pozitiv ale peptidei AB(e-16) purificate prin HPLC.

Formarea unui produs secundar majoritar la o diferenta de 106
unitdti m/z a fost semnalatd in toate spectrele de masa ale peptidelor
sintetizate cu ajutorul unei rasini de tipul Rink amida. Este cunoscut faptul
ca In timpul reactiilor de deprotectie a peptidelor de pe rdsina prin metoda
de sinteza Fmoc/tBu cu acid trifloracetic (TFA), pot avea loc diferite
reactii secundare. Acest fenomen a fost semnalat anterior n literatura de
specialitate iar un studiu amplu a fost elaborat de catre Stathopoulos si
colaboratorii  (Stathopoulos, Papas si Tsikaris, 2006). Astfel, s-a
demonstrat faptul ca acest semnal, cu masa moleculara 106, se datoreaza
clivarii necorespunzatoare a agentului de legatura (engl. linker) atasat de
rasina Rink amidata care genereaza peptide cu capatul C-terminal amidat.
Figura I1.2.5 prezintd elementul structural intermediar care face

conexiunea intre suportul polimeric solid si peptida. Cu culoarea rosie sunt
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marcate cele doud zone (1 si 2) care delimiteaza posibilele zone de clivare
anormald conducénd la formarea de ioni moleculari de tipul [M+H+106]"
prin N-alchilarea capatului C-terminal. Acest fenomen are loc n etapa de
clivare a peptidei de rasind sub influenta amestecului de clivare. Prezenta
unei structuri aromatice atasatd peptidelor a fost confirmatd in urma
investigarii spectrelor de absorbanta inregistrate la 280 nm, lungime de
undd caracteristica structurilor aromatice, de detectorul UV al
instrumentului cromatografic. Semnalul a fost vizibil chiar si in cazul

peptidei care nu contine in structura resturi aromatice (AP(9-16GGG).

Peptida
o\ 7 P

Z—0)

- OCH;

1 O
2

Figura 11.2.5 Reprezentarea elementului structural de legatura al rasinii de
tip Rink amida si posibilele site-uri de clivare ce conduc la N-alchilarea C-

terminala.
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11.2.6 Analiza conformationala a peptidelor de tip amiloidic prin

spectroscopie in infrarosu

Spectroscopia in infrarosu ofera informatii structurale importante
ce sunt utilizate pe scara larga pentru a caracteriza structura secundara a
peptidelor si proteinelor (Bakshi et al., 2014)..

Spectrele IR ale fragmentelor amiloidice de tipul ApP-16) au fost
nregistrate cu ajutorul unui spectrometru in infrarosu cu transformata
Fourier si reflexia totala atenuata (FTIR-ATR). Tn regiunea 1100-1200 cm"
! caracteristica atat vibratilor de Tndoire a legiturii C-C-N cat si vibratilor
de intindere a legaturii C-N, S-au remarcat in toate spectrele prezenta a
doud benzi de absorbtie. Cu exceptia peptidei native, care a prezentat un
maxim la 1134 cm™ si altul la 1200 cm™ precedat de un umar spectral la
aproximativ 1180 cm, restul peptidelor modificate au afisat un semnal
scindat cu doud valori maxime, mai mult sau mai putin definite, la
aproximativ 1200 cm™ si 1183 cm™, cel de-al doilea semnal mentindndu-si
valoarea maxima la aproximativ 1134 cm™. Semnalul identificat n
regiunea 1400-1450 cm™ in toate cele cinci spectre se datoreazd atat
vibratiei de Tntindere asimetrica a gruparii CHs din componenta valinei,
cat si vibratiei de deformare in plan a gruparii CH2 din componenta
acidului glutamic, lizinei, glutaminei si histidinei, precum si vibratiei de
intindere a legaturii C-N din nucleului imidazolic si din componenta
glutaminei (Barth, 2000; Ouasri et al., 2002).

Peptidele care prezintd in componenta un rest de tirozina, au
determinat aparitia unui semnal la 1518 cm™ partial suprapus peste
domeniul amidei II si care poate fi atribuit vibratiei de Intindere a legaturii
C=C din structura nucleului fenolic. Tn plus, spectrele IR ale peptidelor
bogate in glicina (APwe-16)GG - Figura 11.2.28 si AP-16§GGG - Figura

11.2.29) prezinti o absorbtie la aproximativ 1240 cm™ asociati reziduurilor
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de glicina care pot fi parte integrantd a clementelor de tip B-intors sau
structurilor dezordonate (Maté et al., 2011). Semnalele caracteristice
benzii amidice de tip 11 identificate in domeniul spectral 1510-1580 cm™,
Peptida nativa APe-16) al carui spectru este prezentat in Figura 11.2.25, a
prezentat un maxim la 1535 cm™ caracteristic unei conformatii de tip p-
pliat. Valori asemanatoare au fost identificate si in cazul peptidelor
modificate unde s-au remarcat valori maxime la 1534 cm™ (AB-16)F,
Figura 11.2.26 si AP-16\GGG, Figura 11.2.29) si, respectiv, 1536 cm™
(AP(-16)GG, Figura 11.2.28). Tn schimb, in cazul peptidei AB-16G (Figura
I1.2.27) influenta conformerilor de tip B-intors a determinat aparitia unui
semnal la 1529 cm™.,

Existenta unei conformatii de tip B In structura peptidelor Apo-16),
ABe-16)F si AP-16\G a fost confirmatd si de domeniul benzii amida I
(1600-1700 cm™). Astfel, prezenta unui semnal intens la aproximativ 1631
cm™ denotd prezenta unei structuri de tip B-pliat in timp ce maximul
observat la 1665 cm™ corespunde unei conformatii de tip f-intors. Tn cazul
peptidelor glicil-imbogatite (APw-16GG si APe-16GGG) spectrele IR au
prezentat un semnal intens la 1650 cm?, respectiv 1655 cm™, specific unei

structuri a-elicoidale.

100

1632

90—

80—

Absorbanta (%)
~
o
1

AByg.16)

| I NI I I I BT |
1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
Numar de unda, cm-!

I
401OOO 1100

Figura 11.2.25 Spectrul in infrarosu al peptidei AB(9-16).
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11.3 COMPLECSI Al PEPTIDEI AB-16) ST Al ANALOGILOR
ACESTEIA CU IONI METALICI: FORMAREA SI
CARACTERIZAREA LOR PRIN SPECTROMETRIE DE MASA

Ionii metalici indeplinesc numeroase roluri esentiale in organism in
special Tn mentinerea functiei cognitive (Scott si Orvig, 2009). Astfel,
intretinerea homeostaziei ionilor metalici Tn creier este necesara pentru 0
bund functionare a activitatilor neurologice. S-a observat ca metalele de
tranzitie, precum: Cu, Zn si Fe, se gasesc in diferite concentratii in placile
generate de catre peptidele amiloide: aproximativ 0,4 mM pentru Cu, 1
mM pentru Zn si 0,9 mM pentru Fe (De Toma et al., 2012). Prezenta
acestor ioni metalici poate lansa ipoteza implicarii lor intr-o serie de reactii
de dezechilibru la nivelul creierului pacientilor cu BA.

Tn ultimii ani, au fost Tntreprinse numeroase eforturi pentru a putea
determina modul 1n care diversi ioni metalici interactioneaza cu peptida
amiloidica AP. Totusi, capacitatea acestei peptide de a-si schimba forma in
functie de proprietdtile electronice si structurale ale cationului metalic au
ingreunat aceasta sarcina (Poulson et al., 2019).

In acest capitol sunt prezentate rezultatele obtinute in urma
incubarii fragmentelor amiloidice de tip APo-16) sintetizate si caracterizate
anterior cu diversi ioni metalici precum: AI®*, Fe3*, Fe?*, Zn?*, Cu?*, Cu*
si Ag'. Interactiunea peptido-metalicd s-a desfasurat in mediu apos,
probele fiind incubate 20 de ore la o valoare de pH de 6,6, care este in
domeniul fiziologic si care se manifestd mai ales In procesele inflamatorii,
similare cu acelea din corpul bolnavilor de BA. In vederea investigarii prin
spectrometrie de masa si ionizare de tip MALDI, probele au fost depuse pe
suportul metalic al instrumentului si cocristalizate cu o solutie
suprasaturatd de HCCA conform protocolului descris in Capitolul 11.1.2,

spectrele obtinute evidentiind formarea complecsilor peptido-metalici.
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I1.3.4 Complecsi peptido-metalici cu ioni de Cu*/Cu?*

Legarea metalelor moduleaza formarea protofibrilelor si fibrilelor
care sunt principalul constituent al placilor amiloide (Roychaudhuri et al.,
2009). Este cunoscut faptul ca ionii de cupru reprezinta un factor critic al
patogenezei BA, datoritd implicarii acestora in agregarea peptidei AB si,
respectiv, Tn neurotoxicitate (Rajendran et al., 2009). Tn plus, functia redox
activa a ionului metalic favorizeaza aparitia stresului oxidativ prin
producerea directa a ROS. Astfel, formarea complexelor Cu-Ap este
vazuta ca o reactie anormala, acest tip de compusi peptido-metalici fiind
detectati doar in BA, nu si organismele sdnatoase (Adlard si Bush, 2006).

Cele trei resturi de histidind din structura peptidei sunt capabile sa
coordineze ionul de cupru(ll). Astfel, acest complex asemanator
metaloenzimelor a fost propus pentru catalizarea reactiei Fenton. Un al
doilea centru pentru chimia redox este Met® (Roychaudhuri et al., 2009).
Generarea speciilor de oxigen reactiv cu AP necesiti reducerea Cu?* sau
Fe®, reactie care poate continua prin oxidarea Tyr'® sau Met® pani la
cationul radicalic corespunzitor. lonii Cu* sau Fe?* produsi in acest fel pot
reactiona cu oxigenul molecular si agentii de reducere biologica (de
exemplu, colesterolul, vitamina C sau catecolamina) pentru a produce
H20:- si cationul initial (Yang et al., 2017).

Pentru studiul interactiunii fragmentelor amiloidice de tip AP(9-16)
cu ionii de cupru s-au folosit atat siruri de Cu®* cat si de Cu*. Analiza
spectrometricd de masa realizatd a subliniat existenta unei legaturi intre
peptidele investigate si ionul de cupru(l), semnalele corespunzatoare
complexului peptida-Cu” fiind regésite in ambele cazuri. Similar probelor
incubate cu ionii Fe**, s-a remarcat absenta unor semnale atribuite
complexului peptidi- Cu?*, ionii de Cu?" suferind initial un fenomen de

reducere sub influenta sursei laser a instrumentului de masa.
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In spectrul de masi al peptidei native APs-16) incubate in prezenta
ionilor Cu™ (Figura 11.3.17(A)) se poate observa legarea ionilor de cupru(l)
la peptida amiloidica. Astfel, in acest spectru s-a putut identifica un
semnal intens atribuit ionului molecular [M+H]* la m/z 996,4, un altul la
m/z 1018,3 corespunzator aductului cu sodiu [M+Na]*, precum si unul
redus Tn intensitate la m/z 1034,3 caracteristic aductului cu potasiu la
[M+K]*. Semnalul specific complexului cu ioni de cupru [M+Cu(l)]* a
fost remarcat la m/z 1058,2, in timp ce semnalul pentru complexul
[M+Cu(l)+Na-H]* a fost identificat la m/z 1080,2. in spectrul de masa
generat in prezenta ionilor Cu?*(Figura 11.3.17(B)), s-a observat reducerea
ionului Cu?* la Cu* urmati de legarea acestuia de peptida amiloidica.
Practic, din spectru MS s-au putut identifica semnale corespunzatoare
ionul molecular [M+H]" la m/z 996,4 si complexul cu ioni de cupru
[M+Cu()]* la m/z 1058,4.

;xﬂdd

El A B
w
g |
E | [MeH
| 9964 [M+H]*
6 6/ 9964
[M+Na]*
[M+Cu()]* 1058,2
1058,2
2| 2
ek [M+Cu(l)+Na-H]*
[MHK] 1080,2
10343 |
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Figura 11.3.17(A,B) Spectrul de masa MALDI-ToF al peptidei Ap-16) Tn
prezenta ionilor de Cu® (A) sau Cu?* (B), masurat in mod reflectron
pozitiv.
Datele rezultate in studiul experimental al ionilor de Cu*/?* au fost
comparate cu cele teoretice confirmandu-se astfel producerea complexului
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dorit. Astfel, in Tabelul I1.3.16 sunt prezentate pentru peptida AP-16) 1N

prezenta ionilor de cupru (Cu*?*

) valorile maselor teoretice si
experimentale. Din acest tabel se observa ca valorile calculate teoretic sunt
foarte apropiate de cele experimentale, obtinute prin spectrometria
MALDI. Tn plus, complexul peptido-metalic cu ioni de Cu®*, [M+Cu(ll)-
H]", nu a putut fi observat in spectrele de masa. Mai mult, s-a putut
observa afinitatea ridicatd a complexului pe baza de cupru(l) fatd de ionii
de sodiu, formand aducti de tipul [M+Cu(I)+Na-H]" prezenti in spectru la

m/z 1080,4.

Tabelul 11.3.16 Masa moleculara (teoretica si experimentald) a peptidei

ABs-16), si a complexului acesteia cu ionii de cupru (Cu*’?*)

Experimental (m/z)

Peptida lon molecular Teoretic
(m/z) Cu* Cu?*
[M+H]* 996,4 996,4 996,4
AP(o-16) [M+Na]+ 1018,4 1018,3 -
(HaN- [M+K]* 1034,4 1034,3 -
GYEVHHQK- N
CONH») [M+Cu(l1)-H] 1057,6 - -
CasHe5N15012 [M+Cu(D]* 1058,6 1058,2 1058,2

[M+Cu()+Na-H]* 10804  1080,2 -
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11.4 CARACTERIZAREA COMPLECSILOR PEPTIDO-METALICI
PRIN SPECTROMETRIE DE MASA IN TANDEM (MS/MS) SI FT-
IR

Metoda de fragmentare MS/MS permite identificarea situs-urilor
de chelatare in timp ce modificdrile conformationale generate de prezenta
ionilor metalici pot fi identificate prin spectroscopia FT-IR. Astfel, dupa
evidentierea interactiunilor peptido-metalice generatoare de complecsi
prezentatd 1in capitolul anterior, probele au fost investigate prin

spectrometrie de masa 1n tandem si spectroscopie in infrarosu.

11.4.1 Interactiunea peptidei Ap(o-16) i a analogilor acesteia cu ionii de

aluminiu

In timp ce un spectrometria de masi simpld determini masa
moleculard a unui ion molecular, pe baza raportului masa/sarcina electrica,
spectrometria de masa in tandem (MS/MS) este utilizatd pentru a selecta
un anumit ion molecular si, dupd fragmentarea sa, pentru a determina
masa ionilor fragment rezultati, fiecare peptida avand un anumit model de
fragmentare. Daca este fragmentat un ion molecular al unui complex cu
ionii metalici se poate stabili fragmentul ce interactioneaza mai puternic cu
ionul metalic si astfel si existenta centrilor de coordinare ai peptidei.
Aceastd metoda ofera informatii suplimentare cu privire la diferiti ioni
generati in spectrul de masa si presupune fragmentarea unui ion parental Tn
ioni de produs prin disociere indusa colizional (CID). Concret, ionii
[M+AI-2H]" au fost selectati drept ioni precusori (parentali) si supusi
fragmentarii prin CID. Fragmentele obtinute sub forma de ioni secundari
au permis identificarea situs-urilor de legare a ionilor metalici, prin aceea
ca s-au identificat fragmentele rezultate ce contin aluminiu. Atribuirea

semnalelor observate in spectrele MS/MS al ionilor [M+AIl-2H]" a fost
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realizatd prin compararea maselor moleculare teoretice ale ionilor ce
rezultd Tn urma fragmentdrii CID cu valorile Inregistrate experimental.
Astfel, prezenta ionului de aluminiu pe un anumit fragment a condus la
aparitia unei diferente m/z de 27 unitdti intre valoarea obtinuta
experimental i cea teoretica.

Valoarea teoretica a ionilor rezultati in urma fragmentarii speciei
[M+AI-2H]" a fost estimata cu ajutorul programul GPMAW si poate fi
observatd in Tabelul 11.4.2 alaturi de mase obtinute experimental in cazul
celor 5 complecsi peptidici. Astfel, a fost remarcata legarea ionului de
aluminiu de anumite secvente apartinand peptidei (Figura 11.4.4). De
exemplu, peptidele ce contin resturi de histidind in structurd au generat
semnale de intensitate inalta, caracteristice fragmentelor ionice a6, b6, x6,
y5 si z6, acceptoare de ioni metalici. Tn cazul peptidelor glicil-imbogitite,
S-a observat o reducere a fragmentarii ca urmare a semnalului scazut a
ionului parental, fragmentele y4 si y5 sugerand o interactiune slaba cu ionii
de aluminiu. Totodata in spectrele MS/MS s-a observat aparitia unor
semnale de tipul b4-NH> si b5-NH>, Tn cazul peptidei AB(9-16), si €5-NH21n
cazul peptidei AP@-16\GG, cel mai probabil datorate ciclizarii prin
eliminarea unui radical NHz. In consecinti, ionii de aluminiu formeaza
legaturi necovalente in principal cu resturile de histidind, lipsa acestora
evidentiind si o posibild interactiune scazutd cu gruparile laterale ale

tirozinei sau glutaminei.
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Figura 11.4.4 Spectrele de masa MALDI ToF tandem (MS/MS) ale
peptidelor amiloidice obtinute in urma disocierii induse prin coliziune

(CID) a ionilor [M+AI-2H]".
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11.5 AGREGAREA PEPTIDELOR AMILOIDICE

Cele mai cunoscute boli - asociate cu tulburarile induse de
agregarea proteica sunt bolile neurodegenerative, inclusiv boala
Alzheimer, boala Huntington, boala Parkinson, bolile prionice etc (Ross si
Poirier, 2004). Agregarea peptidelor amiloidice este una dintre principale
caracteristici patologice ale BA, avand un rol cheie Tn acest tip de
neurodegenerare. In acelasi timp, agregarea proteinelor poate avea si un
rol pozitiv. De exemplu, coagularea sangelui si In consecintd, vindecarea
ranilor are la baza agregarea unei proteine specifice (trombind) (Mezzenga

si Fischer, 2013).

11.5.1 Investigarea procesului de agregare a peptidei APs-35 prin

electroforeza unidimensionala

Electroforeza este una dintre cele mai utilizate metode utilizate Tn
separarea sau izolarea anumitor macromolecule. SDS-PAGE sau
electroforeza pe gel de dodecil sulfat de sodiu-poliacrilamida, este o
metoda des folosita Tn biochimie pentru a realiza separarea proteinelor in
functie de mobilitatea lor electroforetica. Gelul de poliacrilamidd separa
moleculele de proteine in functie de marime, dar si in functie de incarcarea
acestora. Acesta este un gel sintetic termostabil, transparent si relativ inert
chimic. Mai mult, acesta poate rezista gradientelor de tensiune Tnalta si
permite folosirea unor tehnici diferite de colorare a acestora.

Tn acest capitol sunt prezentate rezultatele obtinute in urma
incubarii fragmentului amiloidic APs-35) la 0 temperatura de 37 °C. Acest
fragment peptidic a fost resintetizat si caracterizat pentru scopul acestui
experiment de agregare. Masa sa moleculard este de 1059 Da, iar

oligomerii ar trebui sa prezinte o masa de 1059-n daltoni. Agregarea a fost
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realizatd in conditii asemanatoare serului fiziologic la un pH = 7,4.
Vizualizarea peptidelor s-a efectuat la intervale diferite de timp in scopul
surprinderii etapelor ce stau la baza formarii agregatelor. Astfel, s-au
analizat probele la 1 zi, 2 zile, 5 zile, 7 zile si, respectiv, 14 zile de la
momentul incubarii, iar electroforegramele au fost prezentate in Figurile
11.5.2 - 11.5.6. Studiile de agregare s-au realizat cu ajutorul unui sistem
electroforetic folosind protocolul descris n Capitolul 11.1.2.

Influenta timpului de incubare asupra formarii de oligomeri poate
fi observata si in cazul probei incubate pentru 7 zile la 37 °C unde s-a
remarcat aparitia unor oligomeri cu masa cuprinsa intre 10-15 kDa (Figura
[1.5.5). Asadar, in urmatoarele doua zile de experiment, au aparut mai
multe tipuri de oligomeri, in timp ce masa celui mai mare dintre acestia a
crescut.

Amestec
standard AB25.35)
kDa de proteine 10 pL

10

v

Figura 11.5.5 Separarea electroforetica a peptidei amiloidice AP(2s-35) dupa
7 zile de incubare la 37 °C.
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I1.6 CARACTERIZAREA TEORETICA A PEPTIDELOR DE TIP
AMILOIDIC

Depunerea intracerebrala de peptida amiloidd AP caracterizeaza
neurodegenerarea de tip Alzheimer (Barage si Sonawane, 2015). AB este
o peptidd lungd ce prezintd intre 38 si 43 de aminoacizi si este generata
prin clivajul proteolitic secvential al proteinei precursoare amiloide (APP)
de catre P si y-secretase (Chow et al., 2010). Dintre acestea, cele mai
proeminente izoforme ale peptidei f-amiloidice sunt AP1-s0) si AP-42), cea
din urma prezentand doua reziduuri hidrofobe suplimentare la capatul C-
terminal. Cresterea concentratiei de peptide amiloidice AP(i-40) si AP-
42) la nivelul sinapselor determina instalarea unor conformatii anormale de
tip B-pliat favorizand astfel dezvoltarea procesului pathologic.

Studii de agregare realizate pe diferite fragmente ale peptidei
amiloidice au evidentiat existenta unei corelatii intre prezenta regiunilor
hidrofobice KLVFF (AB6-20)) si IGLMVGGVV (ABg1-40)) din structura
primara a peptidei AP (Figura I1.6.1.) si capacitatea acesteia de a se agrega
si forma fibrile (Enache, Chiorcea-Paquim si Oliveira-Brett, 2018). Pe de
alta parte, afinitatea ridicata a peptidei fatd de ionii metalici a fost pusa pe
seama resturilor de histidina electroactiva regasite in domeniului VHHQ

(AP(12-15)) prezentat in Figura 11.6.1. (Habasescu et al., 2020).

AB(1-40)
1

' Al3¢11-1a)

D'AEFRH DSngEVH HQl‘(1G'LVFFAEDVIGZESNKGAIIGLM3'5JVGG\I’V"'OIA"‘2
AB(L-m) Aﬁlzs-ss)

[
AB 1.42)
Figura 11.6.1 Structura generala a peptidei amiloidice.

L J
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I1.6.1 Caracterizarea teoretica a fragmentului amiloidic nativ ABo-16)

Fragmentul amiloidic AB(-16) a fost caracterizat teoretic, secventa
sa primara a acesteia fiind prezentata in Figura 11.6.2, in timp ce, structura

tridimensionala se poate observa in Figura I1.6.3.

NH,

OH
0 o o
H H
HN N N
N N
N-terminaﬁ)k H H C terminal
H 0 o
o

HO

G Y E Vv

Figura 11.6.2 Structura chimica a peptidei Apo-16).

Figura 11.6.3 Structura tridimensionala a peptidei AB(o-16).

In acelasi timp, peptida amiloidica de tipul AP@1s a fost
caracterizatd teoretic cu ajutorul ChemCalc si a programul ChemDraw

Ultra 12, iar caracteristicile acesteia sunt prezentate in Tabelul 11.6.1.
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Tabelul 11.6.1 Valori teoretice ale peptidei APs-16) CGYEVHHQK?®)

Formula chimica bruta CasHe5N15012
Masa monoizotopica | 995,5 Da
moleculara medie 996,1 Da

C, 53,06%; H, 6,58%);
N, 21,09%; O, 19,27%

Analiza elementala

Din Figura 11.6.4 se poate observa ca peptida nativdi Ap(o-16)
prezintd un caracter hidrofil pronuntat, in principal datoritd prezentei
tirozinei in secventa, aminoacid a carui grupare hidroxil fenolica (—OH)
mareste caracterul hidrofil, dar si datorita celor doua nucleele imidazolice

specifice histidinelor din pozitiile 13 si 14.

20

20 N ’
40 . ’
60 \ '
80 . K

-1001 . ’

120 ~ K

140 ~~) ABio.16)

Hidrofilic - Hidrofobic

éRezi.duu 4 5 6 7
Figura 11.6.4 Evaluarea caracterului hidrofil al fragmentului amiloidic
AP(9-16) obtinut cu programul GPMAW.
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CONCLUZII GENERALE

Teza de doctorat intitulata “Peptide amiloidice: sintezd,
caracterizare si aplicatii biomedicale” a vizat in partea teoreticd analiza
relatiei dintre peptidele B-amiloidice si boala Alzheimer, precum si efectul
ionilor metalici Tn oligomerizarea peptidelor AB cu formare de fibrile si
placi amiloidice implicate in neurodegenerescenta.

In cadrul cercetdrilor experimentale, au fost studiate diferite
fragmente de peptide de tip amiloidic native, dar si secvente nou
sintetizate si interactiunea lor cu ionii metalici implicati direct in patologia
Alzheimer, precum: AIF*, Fe?*®* zn?* Cu*?*, Ag*. Tn plus, au fost
realizate diferite studii comparative si cu peptide sintetizate anterior n
cadrul Grupului de Biochimie: fragmentul amiloidic AB-16) si peptida
neuroprotectoare NAP.

Astfel, au fost urmarite si indeplinite in totalitatea obiectivele
prevazute la demararea cercetarilor doctorale, rezultatele obtinute
furnizdnd informatii importante referitoare la legatura peptidelor de tip
amiloidic cu ionii metalici.

Cercetdrile realizate au permis formularea urmatoarelor concluzii:

1) Au fost sintetizate patru noi peptide, variante ale peptidei AP o-
16), precum si doua peptide fragment native AP(o-16) $i AP(2s-35), Utilizate Tn
studii de complexare cu ioni metalici sau studii de agregare. A fost
aplicata tehnica de sinteza a peptidelor in faza solida, metoda Fmoc/t-Bu,
care s-a dovedit oportuna in obtinerea urmatoarelor noi secvente peptidice:
AP-16)F ce prezintd un rest de fenilalanind in loc de tirozind, AP(e-16G
care a constat In Inlocuirea restului de tirozina cu glicind, APe-16GG care

a condus la inlocuirea resturilor de histidina (H, H*) cu glicinid si APo-
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16)GGG ce contine trei resturi de glicind ca substituenti ai aminoacizilor
electroactivi (Y10, H13, H4).

Sinteza peptidei native AP(o-16) si a celor patru derivati s-a realizat
pe o ragina de tipul Rink amida, generand la final peptide amidate, iar
sinteza fragmentului peptidic AP(2s-35) S-a desfasurat pornind de la o rasina
metionin-cuplata ce a permis obtinerea peptidei cu capatul C-terminal

liber.

2) Compusii sintetizati au fost purificati prin cromatografie de
lichide de inaltd performantd utilizand metoda in faza inversa. Astfel, s-a
folosit 0 faza mobila cu un gradient de 80% acetonitril in apa distilata cu
0,1% TFA pe doua coloane diferite: C1g pentru pentru peptidele de tipul
APB(9e-16), AP(-16) si Cg pentru peptidele APs-35) si NAP.

Profilul cromatogramelor peptidelor APg-16y au prezentat doua
fractiuni distincte care au fost atribuite atat peptidei pure sintetizate cat si
celei incomplet deprotejate. Tn cazul peptidelor APq-16), APs-35) si NAP,
cromatogramele au prezentat un singur semnal atribuit peptidelor pure.

Timpul de retentie al fragmentelor de tip AP-16) a variat in functie
de caracterul hidrofob al aminoacizilor componenti, cum ar fi cel
determinat de gruparea fenolica a tirozinei. Astfel, prin Tnlocuirea cu
glicind a aminoacizilor hidrofili s-au obtinut peptide cu un caracter hidrofil
mai scazut, cum sunt peptidele glicil-modificate (APp-16/G si AP-
16)GGG).

3) Peptidele obtinute au fost caracterizate prin tehnici de
spectrometrie de masa si spectroscopie de infrarogu.
Prin masuratori spectrometrice de masa de tip MALDI ToF,

realizate inainte si dupd purificare, a fost confirmata sinteza peptidelor,
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puritatea lor, dar si prezenta unor peptide partial deprotejate de gruparile
protectoare.

In cazul sintezelor realizate pornind de la o risina de tip Rink
amida s-a remarcat formarea in proportie semnificativa a unei cantitati de
peptida cu capatul C-terminal N-alchilat generata ca urmare a clivarii
incomplete a agentului de legdturd a suportului polimeric si care a fost
regasit 1n spectru la o diferentd de 106 unitati m/z fatd de valoarea peptidei
pure. Mai mult, prin tehnica cromatografica de purificare s-a reusit o bund
separare a celor doud fractiuni, si anume peptida liberd si peptida cu
capatul N-alchilat.

Spectrele 1n infrarosu ale peptidelor amiloidice APo-16) au prezentat
patru semnale majoritare Tn regiunea 1000-1800 cm™, iar deplasarea
maximelor numerelor de unda a fost corelatd cu tipul aminoacizilor
constituenti.

Informatiile referitoare la structurile secundare adoptate de peptide
au fost obtinute in urma investigarii regiunii specifice benzii amida I (1700
-1600 cm™) si benzii amidi II (1580 - 1510 cm™). Regiunea amida II a
indicat prezenta unei conformatii de tip B-pliat Tn structurile peptidelor
amiloidice, exceptie facand peptida AP(e-16)G caracterizatd de o structura
de tip B-intors.

Investigarea domeniul benzii amida I a sugerat prezenta atat a
conformerilor de tip B-pliat, cat si a conformerilor de tip B-intors n
structura peptidelor AB-16), APe-16)F si APe-16)G, Structura de tip a-
elicoidald fiind remarcatd doar in cazul peptidelor AP-16§GG si APo-
16)GGG.

Derivata de ordinul doi a spectrelor FT-IR in domeniul amida | a
sugerat prezenta unor conformeri de tip o-elicoidal in populatia de

molecule apartindnd peptidelor APe-16GG si APwe-16 GGG, Tn timp ce
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derivata spectrelor peptidelor AP-16), ABw-16)F si AP-16/G a indicat o

proportie semnificativa de conformeri de tip -pliat.

4) Formarea complecsilor peptido-metalici ai peptidei amiloidice
APe-16) i a analogilor acesteia a fost investigata prin spectrometrie de
masa de tip MALDI ToF. Astfel, prezenta ionilor de aluminiu a favorizat
formarea unui complex peptido-metalic de tipul Al-ABo-16). S-a observat
scaderea 1n intensitate a semnalului atribuit complexului peptido-metalic
odatda cu substituirea resturilor de histidind si respectiv de tirozind din
fragmentul nativ cu fenilalanina si glicina.

Spectrele peptidelor amiloidice inregistrate in prezenta ionilor de
fier trivalent, Fe(IIl), au evidentiat reducerea ionilor de Fe*" la Fe?* si
formarea complexului peptido-metalic numai cu Fe?*. Lipsa aminoacizilor
His si Tyr din secventa peptidica a determinat o micsorare a interactiunilor
peptido-metalice, interactiuni ce pot fi pe viitor investigate si apeland la
alte metode, cum ar fi rezonanta magneticd nucleara, spectrofotometria
UV-viz, etc.

lonii de zinc au generat semnale mai reduse ca intensitate aferente
complexului peptido-metalic ceea ce sugereaza o afinitate mai scazuta a
zincului fata de peptidele studiate. Acest fenomen a fost mai evident odata
cu inlocuirea resturilor aminoacide histidina si tirozina.

Interactiunea peptidelor cu ionii Cu®" a determinat formarea
complexului peptido-metalic cu ionii de Cu(l) ca urmare a reducerii
cuprului de la starea de oxidare (II) la (I), urmata de interactiunea acestuia
din urma cu peptida. Drept centri de chelatare pot fi considerati resturile
de histidina, deoarece Inlocuirea acestora cu resturi de glicind a determinat

o scadere a intensitatii semnalelor complecsilor cu ionii de cupru.
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lonii de argint au generat un complex peptido-metalic ale carui
semnale au fost observate in spectrele de masa, in timp ce inlocuirea unor

resturi de aminoacizi cu glicind a redus intensitatea acestor semnale.

5) Spectrometria de masa in tandem (MS/MS) a permis
identificarea centrilor de legare a ionilor metalici. Astfel, in cazul
interactiunii peptidelor de tip AP-16) CU ionii de aluminiu, spectrele de
masd MALDI ToF au continut semnale caracteristice ionilor moleculari
[M+AI-2H]*. Cele mai intense semnale au fost identificate in spectrul
peptidei modificate AP-16)F si a celei native AB(o-16). Fragmentarea ionilor
corespunzatori complexului peptido-metalic au aratat cd resturile
imidazolice ale histidinelor sunt implicate in chelatarea ionilor metalici.

Spectroscopia  de  infrarosu a  evidentiat = modificarile
conformationale suferite de peptide sub influenta ionilor de aluminiu,
informatiile fiind obtinute in urma compararii spectrelor peptidelor libere
cu cele inregistrate in prezenta ionilor metalici. Astfel, s-a constatat
adoptarea unei structuri predominante de tip B-pliat in domeniul amida 1.
La nivelul benzii amida II s-a evidentiat prezenta unor structuri
neordonate, tendinte spre structurile a-elicoidale existand numai in
spectrele peptidelor modificate cu glicind. Derivata de ordinul doi a
spectrelor de infrarosu a indicat prezenta posibila a structurilor de tip
agregat.

Peptida amiloidica AP-16) incubata in prezenta ionilor de cupru la
diferite valori de pH (6,0 si 7,4) a fost analizata prin spectrometrie de masa
de tip ESI. S-a constatat formarea unor complecsi prin substituirea
protonilor cu ioni metalici. Tn plus, legarea celui de-al doilea ion metalic a
fost observata numai in probele incubate la pH 6,0. Experimentele ESI

MS/MS au indicat afinitatea ridicata a peptidei AP-16) fatd de ionii de
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cupru, datoriti cel mai probabil prezentei resturilor de histidina (His®,
His!® si His).

Comportamentul peptidelor amiloidice si a celor anti-amiloidice
(neuroprotectoare) in prezenta ionilor metalici a fost studiat cu ajutorul
spectrelor de masa MALDI ToF. Astfel, s-a observat formarea de
complecsi peptido-metalici cu ionii de argint si ionii de cupru monovalent
atat in cazul fragmentului amiloidic AP-16) cat in cazul peptidei NAP,
cele mai intense semnale fiind observate la complecsii obtinuti cu ionii de
argint.

De asemenea, a fost studiatd prin experimente ESI-MS competitia
dintre cele doua peptide pentru ionii metalici. Amestecul omogen de
peptide imersat in prezenta ionilor metalici de Cu?* si Zn?" a generat
semnale specifice complecsilor peptido-metalici. S-a remarcat o afinitate
mai ridicatd a peptidelor fata de ionii de cupru evidentiata in legarea celui
de-al doilea ion de cupru si intensitatea semnalelor corespunzatore
complexului. Analiza distributiei izotopice a ionilor peptido-metalici a
indicat formarea complexului AB-Cu*?*, avand atat ioni de cupru(Il) cat si
ioni de cupru(l). Peptida NAP a prezentat o afinitate foarte ridicata fata de

ionii Cu?*.

6) Studiul agregarii a fragmentului amiloidic ABs-35) S-a realizat
prin  metoda electroforetici unidimensionald. Solutiile de peptida
amiloidica Afes3s) incubate la 37 °C au fost supuse separarii
electroforetice in momente diferite In vederea captarii diferitelor etape
existente Tn formarea agregatelor. S-a observat formarea unor oligomeri cu
masa de aproximativ 10 kDa la 5 zile de la incubare, masa acestora
crescand la aproximativ 13 kDa dupa 7 zile de incubare. Dupa 14 zile de

incubare s-a pus in evidentd formarea unor agregate insolubile. Astfel,
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peptida ApPs-35) agrega destul de rapid ajungand dupa 7 zile de la stadiul
de monomer la cel de agregat oligomer insolubil.

7) Caracterizarea peptidelor nou sintetizate in raport cu cele
cunoscute in literaturd a fost realizata teoretic cu ajutorul programului
GPMAW. S-a constatat o scadere a caracterului hidrofil al peptidei native
AP(e-16) odata cu imbogatirea sa cu resturi de glicina, datoritd disparitiei
gruparilor polare de la tirozina si histidina si inlocuirea acestora cu radicali
nepolari. Peptida APw-16)F a prezentat un caracter hidrofil mai redus
datorita inlocuirii tirozinei hidrofile cu fenilalanina hidrofoba.

Caracterul puternic hidrofil observat Tn cazul fragmentului
amiloidic AP-16) S-a datorat structurilor polare ale aminoacizilor hidrofili.
Tn schimb, gradul crescut de hidrofobicitate al peptidelor ABes-ss) si NAP
s-a datorat resturilor de aminoacizi nepolari ce predomina in structura
peptidica.

Separat, cu programul Chem3D Ultra 12.0 s-au simulat structurile

spatiale ale peptidelor, acestea avand tendinta de torsiune.

8) Diseminarea rezultatelor originale.

Din cadrul prezentei teze de doctorat au fost publicate in jurnale
cotate Web of Science sase lucrdri stiintifice cu factorul de impact cumulat
de 5,992.

Pe parcursul perioadei doctorale au fost prezentate sapte lucrdri la
conferinte internationale si sase lucrari la conferinte nationale. Activitatea
de cercetare a fost completata si de participarea la sase scoli de vara
internationale si trei seminarii stiintifice. De asemenea, o parte din

rezultatele originale au fost raportate la Proiectul PCE 56/2017.
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