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INTRODUCERE

Boala Alzheimer (AD — din engleza: Alzheimer Disease) reprezintd o
afectiune neurodegenerativa raspanditd ce provoaca tulburari cognitive amnestice
in forma sa arhetipald si tulburari cognitive non-amnestice in cazurile sale mai
putin rispandite.’ Totodati, AD genereazi atrofie neuronald si poate produce
ntreruperi a conexiunilor inter-neuronale.” Se estimeazi ci pana in anul 2050,
aproximativ 107 milioane de oameni vor fi afectati de aceasta tulburare Tn intreaga
lume.® Mai mult dect atat, AD este o patologie incurabili ce pune viata in pericol
si in plus, impune un cost socioeconomic semnificativ datoritd naturii sale
multifactoriale.*

Astfel, una dintre cele mai dificile sarcini in cercetarea AD este crearea
unui registru concret de dovezi stiintifice cu privire la aceasta tulburare, pentru o
clarificare coerentd si credibila a Tntregului proces patogen.® Tn acest context,
eforturile terapeutice sunt indreptate spre descoperirea unor tinte moleculare ce pot
modifica semnificativ parcursul clinic al persoanelor afectate de boala Alzheimer.*

Printre teoriile existente ce caracterizeaza aparitia si evolutia AD, ipoteza
amiloida a fost investigatd cu prioritate datoritd implicarii diferitelor tipuri de
peptide amiloid-beta (Ap) in afectarea functiei neuronale si cognitive.* Prezenta
unor acumulari extracelulare amiloide sub forma de placi senile, dar si acumularea
intracelulara de proteind tau hiperfosforilata sub forma neurofilamentelor,
continud sd reprezinte principalul criteriu neuropatologic pentru diagnosticul
acestei afectiuni.®

Mai mult decat atat, Tn detrimentul unui numir mare de studii,
mecanismele ce stau la baza inhibarii procesului de formare a conformatiei B-pliate
a peptidelor Ap raman necunoscute. Astfel, prevenirea formarii si indepartarea
agregatelor AP existente, ce reprezintd totodata si precursori ai fibrilelor
amiloidice, rimane o sarcind complexa in dezvoltarea unei strategii terapeutice

anti-AD.’



De asemenea, interactiunea peptidelor AP cu ioni metalici, precum cei de
cupru, zinc, fier, mangan sau nichel, s-a dovedit a fi un factor important ce
contribuie la deteriorarea neuronald.®*® Drept urmare, este important si se
inteleaga si fenomenele ce stau la baza interactiunii dintre ionii metalici si
peptidele AP, deoarece acestea pot oferi informatii pretioase cu privire la modurile
prin care se poate aborda in diverse cercetari acest proces neurodegenerativ.

Mai mult decéat atat, factorii de risc implicati in procesele de agregare a
peptidelor AP in structurile cerebrale cu AD pot cuprinde si hiperpirexia, o crestere
a temperaturii corpului de peste 41,0 °C. in consecinti, o amplificare a valorii
presiunii intracraniene datorita hipoxiei determinata de o insuficienta respiratorie,
ar putea conduce la crestea randamentul proceselor de formare a fibrilelor Ap din
creier.™

Totodata, eforturile de descoperire a unor medicamente eficiente in boala
Alzheimer se confruntd cu un set unic de obstacole specifice AD.* Astfel, in
prezent, ciclul alterat biochimic al peptidelor AP reprezintd o caracteristica
biologicd majord a patologiei AD si o posibila tinti in terapia acestei boli.** Ca
urmare a progreselor biotehnologiei, in prezent sunt produse comercial o gama
largd de medicamente ce detin drept substanta activa, peptide. De exemplu, acest
tip de medicament-concept poate interveni in reducerea morbiditatii determinate
de chimioterapia conventionald."

Tn ultimele decenii cercetdrile au avut drept scop investigarea, dezvoltarea
si evaluarea unor compusi cu actiune neuroprotectoare, insa a existat o lipsa in ceca
ce priveste platformele ce elibereaza si distribuie compusul terapeutic Th organism.
Cu toate acestea, sunt studii care atesta faptul ca eliberarea controlatd a compusilor
activ terapeutici poate fi realizata si prin intermediul gelurilor ce prezinta structuri
moleculare cu o capacitate inalti de auto-asamblare.’®'® Astfel, peptidele ce
poseda proprietiti de auto-asamblare au fost raportate pe scara larga in literatura
stiintifica.

Prin urmare, este necesar ca studii din diverse arii ale chimiei sa
investigheze structurile moleculare, proteomice si celulare, din spectrul bolilor

neurodegenerative pentru a oferi o privire de ansamblu asupra etiologiei si
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patologiei acestor afectiuni, dar si solutii asociate cu ameliorarea manifestarilor

clinice. Astfel, prezenta teza de doctorat s-a indreptat spre studiul arhitecturii

proteomice ce sta la baza bolii Alzheimer, plecand de la sinteza unor peptide cu

actiune neuroprotectoare sub incidenta unor diverse investigatii de identificare a

traseelor moleculare ce trebuie abordate in eficientizarea procesului terapeutic.

Mai mult decét atat, caracterul inter si transdisciplinar a coalizat diverse
domenii ale chimiei, precum biochimia in studiul efectelor terapeutice ale
peptidelor, chimia organica in sinteza peptidelor in faza solida, chimia anorganica
in investigarea interactiunii ionilor metalici fata de peptidele AP, chimia analitica
in purificarea si studiul spectrofotometric al peptidelor, chimia teoretica in studiile
computationale, dar si chimia materialelor Tn investigarea unei peptide cu potential
de auto-asamblare. Totodatd, metodele de cercetare au fost abordate astfel incat sa
fie generat cu cadru cat mai extins referitor la complexitatea informatiilor obtinute,
asociind datele experimentale cu cele teoretice.

Prin urmare, obiectivele principale ale acestei teze de doctorat s-au axat
pe ipotezele si ideile de cercetare anterior mentionate, referitoare la caracterul
patologic si terapeutic al AD, acestea fiind urmatoarele:

+ Studiul computational al interactiunii dintre diferiti ionii metalici, precum Cu”,
Cu®, Fe?*, Fe**, Mn%*, Mg*", Ni*" si Zn** cu structura monomerului AP 42),
dar si cu fibrilele acestuia in conditiile hiperpirexie, pentru identificarea
modelului prin care acesti ioni pot influenta neuropatologia AD.

+ Abordarea teoretica a interactiunii dintre structura cristalografica a tubulinei si
peptida neuroprotectoare NAP (H2N-'NAPVSIPQ®-COOH) conjugati cu
acidul acetilsalicilic (ASA — din engleza: Acetylsalicylic Acid).

+ Investigarea interactiunii dintre ionul de Zn?* si peptida NAP, respectiv NAPY
(H2N-'NAPVYIPQ8-COOH) prin dinamici moleculara.

+ Studii teoretice ale impactului unor inhibitori de naturd peptidica asupra
conformatiei B-pliate In cascada amiloida.

+ Sinteza, purificarea si caracterizarea unor inhibitori de naturd peptidica prin
sinteza peptidelor in faza solida (SPPS — din engleza: Solid Phase Peptide

Synthesis), urmata de cromatografia de lichide de inalta performanta in faza
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inversda (RP-HPLC — din engleza: Reversed-Phase High-Performance Liquid
Chromatography) si de spectrometria de masa cu desorbtie/ionizare asistata de
0 matrice (MALDI-TOF MS - din engleza: Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry).

+ Sinteza si caracterizarea peptidei FRS (H.N-FRSAPFIE-CONH,) pentru
investigarea potentialului de auto-asamblare prin studii teoretice, SPPS, RP-
HPLC, spectrofotometrie (UV-Viz, fluorescentd), microscopie de forta
atomica (AFM — din engleza: Atomic Force Microscopy), microscopie de
scanare electronicd (SEM — din engleza: Scanning Electron Microscopy) si
prin dispersia dinamica a luminii (DLS — din engleza: Dynamic Light
Scattering).

+ Implementarea caracterului trans si interdisciplinar in investigatiile efectuate.

+ Diseminarea rezultatelor obtinute in jurnale internationale cu factor de impact,
dar si in conferinte internationale.

Teza, constituita din doud parti, ofera initial o perspectivd generald in ceea
ce priveste spectrul AD, dar si o abordare critica asupra literaturii ce defineste
conceptele utilizate in abordarile experimentale. Partea teoreticd alcatuita din 5
capitole, caracterizeaza notiunile fundamentale prezente in patologia Alzheimer,
aspecte specifice alte procesului de sintezd a peptidelor in faza solida, metode
distincte de purificare si caracterizare ale acestora, precum RP-HPLC, MALDI-
TOF, UV-Viz, fluorescenta, AFM, SEM si DLS, dar si fundamentele
computationale utilizate.

Contributiile personale indicd modul prin care obiectivele principale alte
tezei au fost atinse, fiind constituite din 6 capitole. Prin urmare, a fost realizat un
studiul teoretic al interactiunii dintre ionii metalici precum Cu*, Cu?*, Fe?*, Fe**,
Mn?*, Mg®*, Ni?* si Zn?* cu structurile cristalografice obtinute din Protein Data
Bank ale monomerului AB(-42), dar si cu fibrilele acestuia in conditii hiperpiretice,
pentru identificarea modelul prin care acesti ioni pot influenta structurile
amiloidice Tn neuropatologia AD. De asemenea, s-a investigat teoretic
interactiunea dintre structura cristalografica a tubulinei obtinuta din Protein Data

Bank si peptida neuroprotectoare NAP conjugata cu acidul acetilsalicilic, dar si
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interactiunea dintre ionul de Zn?* si peptidele NAP si NAPY in conditii de
dinamica moleculara. Mai mult decét atat, s-a realizat designul si caracterizarea
unor inhibitori de natura peptidica cu privire la capacitatea acestora de a impiedica
formarea conformatiei B-pliate in cascada amiloidd prin studii teoretice si
experimentale. Totodata, s-a concretizat sinteza si caracterizarea peptidei FRS in
ceea ce priveste potentialul acesteia de a se auto-asambla si de a forma structuri
supramoleculare, ce pot fi valorificate Tn investigatii ulterioare pentru conceperea
unor platforme de eliberare a compusilor terapeutici.

In consecinta, cumularea tuturor rezultatele obtinute in urma acestor studii
poate oferi o imagine de ansamblu asupra influentei unor peptide active din punct
de vedere fiziologic, precum agregare, dezagregare, neuroprotector sau
neurodegenerativ, asupra structurilor prezente in tesutul cerebral.

Prezenta teza de doctorat intitulata ,,Investigatii teoretice si experimentale
ale unor peptide implicate Tn biochimia bolii Alzheimer” contine 394 pagini, cu un
total de 77 figuri, 13 tabele si 454 referinte bibliografice. Totodata, rezultatele
prezentate in aceastd tezd de doctorat au fost valorificate prin publicarea a 5
articole stiintifice in jurnale indexate Web of Science, cumuléand T momentul
publicarii un factor total de impact de 21,041.5-% Mai mult decét atat, rezultatele
obtinute au fost diseminate in cadrul a 5 conferinte internationale sub forma de 2
prezentari orale si sub forma de 5 postere.

Totodata, considerand faptul ca in urma publicarii lucrarilor stiintifice de
catre autorul tezei, jurnalele detin toate drepturile asupra datelor prezentate
conform reglementarilor internationale (drepturile Copyright), a fost obtinute in
plus permisiunile de reutilizare a datelor Tn cadrul prezentei teze de doctorat, pentru
a se evita eventualele conflicte de interes cu specialistii.

Tn finalul tezei de doctorat au loc prezentarea concluziilor generale, a
bibliografiei aferente, a anexelor, a listei cu abrevierile utilizate, a listei de lucrari

publicate si diseminate, dar si CV-ul autorului.



CONTRIBUTII PERSONALE

I1.2.  Studiul computational al interactiunii ionilor metalici cu
structura peptidei amiloidice in conditiile hiperpirexiei: Implicatii
pentru boala Alzheimer

Tn acest studiu s-a recurs la o analizi comparativa teoretica cu scopul de a
investiga modificarile structurale ale monomerului AP 42 si a fibrilelor generate
de AB(_42 in prezenta diferitilor ioni metalici, cum ar fi Cu*, Cu?*, Fe?*, Fe**, Mn?*,
Mg?*, Ni** sau Zn?*. Analiza s-a bazat pe diferentele conformationale dintre aceste
specii moleculare, in conditii fiziologice normale la 37,0 °C si 11 mmHg, si in
conditii simptomatice specifice hiperpirexiei (pani la 41,0 °C si 20 mmHg).?
Initial, s-a studiat legarea celor noua ioni metalici la structura peptidei ABu-42) si
la structura fibrilara a acesteia (AP-42)F). Atdt monomerul cét si fibrilele au fost
preluate din baza de date PDB sub forma unor structuri validate.?*** Ulterior,
complexul peptida-ion metalic a fost analizat utilizdind metoda fragmentarii
descrisa in Capitolul 11.1.1. In consecinta, potentialul de legare al acestor ioni in
functie de structura si de scorul de legare al fiecarui lant Ap in parte, poate fi

observat in Figura 11.2.1.
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Figura 11.2.1. Potentialul de legare al ionilor metalici implicati in procesele de
complexare cu peptida AP, unde: (A) AP 42 si (B) ABa42F Lantul 1.
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Figura 11.2.1. (cont.) Potentialul de legare al ionilor metalici implicati in procesele de
complexare cu peptida AB, unde: (C) ABu-a2F Lantul 2, (D) APu-42)F Lantul 3, (E) ABa-
42)F Lantul 4, (F) ABq_s»F Lantul 5, (G) ABa—2F Lantul 6 si (H) ABa-a2F Lantul 7.
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Figura 11.2.1. (cont.) Potentialul de legare al ionilor metalici implicati in procesele de
complexare cu peptida AP, unde: (1) ABu-42)F Lantul 8 si (J) APq-42)F Lantul 9.

Tn cazul monomerului potentialul de legare este exprimat predominant in
secventa 1-16, in timp ce in restul structurii acest indice tinde sa fie mult mai redus.
Acest aspect este influentat cel mai probabil de prezenta aminoacizilor specifici,
precum His, Ser sau Asp la capatul N-terminal al monomerului A, ce contin atomi
de azot sau oxigen cu un rol de donatori de electroni in interactiunile ligand
(peptida)-ion metalic. Pe de altad parte, in cazul AP 42)F S-a observat faptul ca
potentialul de legare al ionilor metalici creste si in zona 1742, ceea ce sugereaza
cd in comparatie cu monomerul AP, ionii metalici tind sd se lege de intreaga
structura a fibrilelor. Aceastd proprietate este datorata cel mai probabil ca urmare
a stabilitdtii si suprafetei structurale a APu-42F. O explicatie alternativa implica
inhibarea structurii a-elicoidale in AB(-42)F in detrimentul conformatiei B-pliata si
ghem statistic, structura a-elicoidald detinand rolul de a impiedica formarea
legaturilor de hidrogen intermoleculare si in consecinta, interactiunile ion-metalic-
aminoacid.

Prin urmare, analizdnd aceste diferente, s-a selectat ionul de Cu® in
investigatiile ulterioare privind influentele termice si osmotice deoarece acesta
ofera cel mai constant potential de legare atat in ceea ce priveste structura AP-s2),
cat si In cazul AP-4zF.

Ulterior, s-a recurs la analiza structurald si conformationalda. Scopul
acestor investigatii a fost de a studia initial complexul AP 42-Cu® utilizand

protocolul de modelare moleculara descris in Capitolul 11.1.1. pentru a analiza



influenta ionului metalic asupra structurii peptidei in conditiile dinamice impuse si

implicit, n hiperpirexie.

AP-42), PDB
1 b 42

A DAEFRHDSGYEVHHiKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA

APB@-42-Cu*, in conditii fiziologice
1 42

B DAEFRHDSGYEVHHOQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA

AB(-42-Cu*, in conditii patologice
1 p patolog "

C DAEFRHDSGYEVHHOQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA

Figura 11.2.4. (A) Structura monomerului AB-s2). (B) Complexul AP-42)-Cu*
conditionat de parametrii dinamici la 37 °C si 11 mmHg. (C) Complexul A _s2)-Cu*
conditionat de parametrii dinamici la 41 °C si 20 mmHg. Cu rosu este reprezentata
structura de tip a-elicoidald, iar cu albastru este reprezentatd conformatia incipienta de tip
ghem statistic, cu progresie catre cea de B-pliata.

Tn cazul starii fiziologice normale sub efectul ionului de cupru, este
inhibata structura de tip a-elicoidald in detrimentul conformatiei ghem statistic in
ceea ce priveste secventa Glu''-GIn'®, iar in stare febrild acelasi fenomen se
regaseste Tn cazul fragmentelor Glu*-Phe® si Gly?*-lle®. In consecinta, conform
literaturii stiintifice, conformatia ghem statistic si implicit B-pliatd intensifica
procesele de agregare prin promovarea formarii de noi legdturi de hidrogen
intermoleculare si intramoleculare.”® Acest aspect sugereazi ci o temperaturd
corporald crescuta, dar si o presiune intracranianad ridicata, accelereaza fenomenele
de agregare a peptidelor amiloidice la nivel cortical, cu consecinte directe asupra
morfologiei fiziopatologice Tn AD.

Ulterior, legarea ionul de Cu” si influenta sa asupra fibrilelor de AP au fost
analizate In aceleasi conditii. In cazul monomerului APq 4z alterdrile au fost
identificate in conformatia structurii prin inhibarea a-elicoidald in detrimentul
celei de ghem statistic, in timp ce in cazul fibrilelor, modificarile observate au fost
corelate cu lipsa conformatiei a-elicoidale Tn structura acestora. Totodata, variatii
notabile au fost observate in functie de centrii de legare si de interactiunile dintre

ionul de Cu® si atomul aminoacidului corespunzator. Prin urmare, aminoacidul
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implicat cel mai adesea in procesele de legare a ionului metalic a fost His(N) prin
intermediul atomului de azot, urmat de Tyr, His(O) prin intermediul atomului de
oxigen si Val. Din analiza acestor valori pentru distantele dintre ionul de cupru si
atomul de coordinare, Tyr si Val tind sd se disocieze de Cu” la temperaturi si
presiuni mai ridicate, in timp ce His(N), His(O), Glu si Gln maresc capacitatea de
coordinare a ionului catre AB-42)F.

O mai bund intelegere a conformatiilor peptidelor AP poate fi realizata
prin analiza unghiurilor Psi si Phi, utilizand astfel graficul Ramachandran. Dupa
aplicarea conditiilor dinamice, nu s-au observat diferente structurale notabile in
cazul AP-42) atat in conditii fiziologice, cét si in conditii febrile. Cu toate acestea,
s-a observat o dispersie mai mare a valorilor unghiului in cadranul stanga superior
specific conformatiei paralel B-pliata. In cazul structurii AP _42)F, au fost observate
aceleasi caracteristici in zona f-pliata in ambele circumstante dinamice. Pe de alta
parte, o diferentd semnificativa a fost observata in cadranul stanga inferior (zona
dreaptd a-elicoidala orientata spre dreapta). Astfel, Tn urma aplicarii conditiilor
dinamice, in cazul unei temperaturi si a unei presiuni mai ridicate, valorile

unghiului devin mai dispersate sugerand o potentare a structurii ghem statistic.

11.3. Interactiunea intre NAP si ASA-NAP cu tubulina. O abordare
teoretica

Tn acest studiu s-a analizat andocarea NAP si ASA-NAP la centrul activ
de legare a tubulinei pentru a obtine informatii cu privire la modificarea traseelor
moleculare dupd cuplarea ASA la NAP. Noutatea acestor investigatii uneste
avantajele studiilor teoretice, cu scopul de a aduce Imbunatatiri asupra structurii si

.....

imbunatatind in cele din urma schemele terapeutice in cazul bolii Alzheimer.
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Prin urmare, a fost investigata legarea acestor doi compusilor peptidici la
centrul de legare a tubulinei (Protein Data Bank: 1FFX) cu diverse tehnici de
modelare moleculard.?® Asadar, instrumentul de calcul SwissDock a fost aplicat
pentru andocarea structurilor NAP si ASA-NAP la centrul de legare a
paclitaxolului (Protein Data Bank: 1JFF).%" Structurile cristalografice ale tubulinei
si @ subunitatilor corespunzatoare (a si 3) au fost preluate din baza de date Protein
Data Bank. Astfel, se ofera o andocare exactda a compusilor potential terapeutici
(NAP si ASA-NAP), prin utilizarea unor structuri confirmate si certificate.
Ulterior, programul SwissDock a fost utilizat pentru andocarea compusilor NAP si
ASA-NAP la structura rafinatd a centrului de legare al tubulinei. Mai mult decét
atat, o suprafata de interactiune van der Waals a fost de asemenea utilizata pentru

a analiza modul de legare a compusului peptidic la structura proteinei.

Figura 11.3.2. Suprafata de interactiune van der Waals a centrului activ 1 al structurii of3
tubulinei Tn cazul andocarii NAP, unde cu roz este reprezentata zona bogata in legaturi de
hidrogen, cu verde zona hidrofoba, iar cu albastru zona polara.

Astfel, modul de interactiune al peptidei cu centrul de reactie a fost
predominat de interactiunile hidrofobe care au surclasat legaturile de hidrogen
(Figura 11.3.2.) in cazul complexului investigat. Pentru a analiza daca si conjugatul

peptidei, ASA-NAP, utilizeaza un model de andocare similar, au fost utilizate
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aceleasi tehnici de modelare mentionate anterior. Cea mai notabila diferenta dintre
modul de legarea a NAP si a ASA-NAP de heterodimerul of al tubulinei a constat
n specificitatea centrului. Structura NAP se leaga de centrul caracteristic al
paclitaxolului, in timp ce ASA-NAP detine specificitate pentru un alt centru activ,
centrul nr. 4. Mai mult decét atat, suprafata de interactiune dintre centrul nr. 4 cu
ASA-NAP este prezentatd in Figura 11.3.5.

Figura 11.3.5. Suprafata de interactiune van der Waals a centrului activ 4 al structurii of3
tubulinei Tn cazul andocérii ASA-NAP, unde cu roz este reprezentata zona bogata in
legaturi de hidrogen, cu verde zona hidrofoba, iar cu albastru zona polara.

Diferentele hidrospecificitatii sugereaza cd ASA-NAP are o tendintd de
legare pentru centrii mai hidrofili. Prin urmare, datele teoretice obtinute indica
faptul ca atat peptida NAP cat si conjugatul ASA-NAP, pot coexista intr-un sistem
si nu se inlocuiesc reciproc dupa cum se poate intdmpla in cazul paclitaxolului-
NAP. in plus, efectul acestor doi compusi peptidici poate fi cumulat, imbunatitind
astfel actiunea neuroprotectoare. in consecinti, este posibil ca aceste molecule si
se lege simultan de heterodimerul of al tubulinei datorita prezentei unui centru
diferit pentru ASA-NAP si astfel, efectul benefic sa fie unul superior.

Totodata, un studiu publicat in anul 2017 a demonstrat ca NAP poate

interactiona si influenta stabilitatea tubulinei prin intermediul unor proteine
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specifice, precum EB1, EB3 (din engleza: End-Binding protein) sau tau. Prin
urmare, s-a evidentiat ca EB1 si EB3 reprezinta tinte ale interactiunii cu ADNP
sau NAP prin intermediul centrului de legare °SIP” a acestora, octapeptida detinand
rol de a imbunititi interactiunea dintre ADNP si EB3.% Astfel, capatul C-terminal
al proteinelor EB se leaga direct de microtubuli si de proteina tau. Tn plus,
intoxicatia cu ioni de Zn?* creste generarea de oligomeri tau solubili generati in
urma procesului de detasare de MT. Cu toate acestea, NAP in corespondenta cu
ionii de zinc accelereaza procesele de interactiune a proteinelor EB cu tau si in cele
din urma, se restabilizeaza microtubulii prin aditia proteinelor EB si tau la MT.

Plecand de la aceste date, s-a analizat influenta NAP si ASA-NAP asupra
centrilor activi ale proteinei EB pentru a investiga modul de actiune si totodata,
daca viabilitatea conjugatului nou sintetizat prezinta aceleasi caracteristici precum
cele mentionate in prima etapa al studiului. Utilizand acelasi protocol, s-a studiat
andocarea celor doi compusi, NAP si ASA-NAP, la structura EB obtinuta din baza
de date PDB (3TQ?7), iar ulterior s-au determinat centrii activi ale acestuia.?® Dat
fiind faptul ca molecula de EB este mult mai mica decat unitatea de tubulina, s-a
obtinut un numar mai redus de centrii activi, majoritatea situandu-se in partea
inferioara a structurii proteinei. Acest aspect poate fi datorat unei distributii mai
mari a configuratiei a-elicoidale, ce poate juca un rol de stabilizator sau cluster
pentru compusul farmacologic.

Ulterior, s-a utilizat din nou programul SwissDock pentru andocarea
compusilor NAP si ASA-NAP la structura EB, cu scopul de a investiga
modificarile conformationale aduse proteinei. Astfel, peptida NAP s-a legat la
proteina EB prin intermediul centrului activ nr. 1. Aceasta interactiune a avut loc
prin interventia fragmentului °SIP” al peptidei, ce a generat legituri
intermoleculare cu aminoacizii centrului respectiv. Totodata, s-a putut identifica
faptul ca interactiunea dintre NAP cu EB nu este totala, ci partiala. Acest aspect
implica ideea conform careia peptida nu interactioneaza puternic cu proteina EB
si prin urmare, pot interveni repercusiuni in demersul terapeutic. in ceea ce priveste
ASA-NAP cu EB, centrul activ ce intermediaza aceasta interactiune a fost

identificat ca fiind nr. 2. Astfel, s-a observat ca de aceasta data, derivatul peptidic
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ASA-NAP tinde sa interactioneze cu o portiune mai extinsa din structura acesteia
cu proteina EB, si anume prin fragmentul ASA-"NAPVSI®. Aceasti caracteristici
poate fi explicata prin natura hidrofoba a conjugatului.

Ulterior, pentru a investiga conformatia proteinei EB in cele doua
interactiuni, s-a recurs la analiza graficului Ramachandran. Drept urmare,
conformatia proteinei ramane similara in urma cuplarii ASA la NAP. Aceasta
particularitate indica faptul ca structura hidrofoba nu destabilizeaza si nu perturba
structura proteinei. Mai mult decat atat, au fost identificate lipsa a doar doud
unghiuri Psi/Phi in zona caracteristica structurii anti-paralel B-pliatd din cadrul
interactiunii ASA-NAP-EB din cadranul superior stanga. In consecinta, acest
aspect sugereazi ca exista o stabilizare a elementelor a-elicoidale.

Astfel, conform acestor date preliminare, conjugatul peptidic poate
parcurge acelasi set de pasi, precum NAP, prin implicarea directd in interactiunea
cu unitatea de tubulind dupa cum a fost demonstrat in cazul paclitaxolului ori

indirect, prin implicarea proteinelor EB sau tau.

I1.4. Dinamica moleculari a complexului NAP/NAPY-Zn?*

Prezentul experiment s-a concentrat in principal pe rolul gruparilor
hidroxil, alcoolice si fenolice in chelarea ionilor de Zn?*. Este bine cunoscut faptul
ca fenolii poseda un caracter acid mai mare decat alcoolii deoarece sarcina
negativa a ionului fenoxid nu este localizatd pe atomul de oxigen, asa cum este
intr-un ion alcoxid, ci distribuita de intregul inel benzenic. Drept consecinta,
hidroxilul fenolic al tirozinei este mai capabil sa piarda protoni si sa coordineze
ionul metalic prin donorii de oxigen, fati de hidroxilul alifatic al serinei.*

Pentru a dezvolta si confirma interactiunea ionilor de zinc cu secventa
peptidei NAP si NAPY, s-a recurs la o serie de abordiri teoretice. In primul rand,
s-a aplicat asa-numita aliniere flexibila folosind programul MOE 2016.02 pentru a

giisi modelul de coordinare al ionului de Zn** la nivelul structurilor NAP si NAPY.
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Astfel, conform simularii prezentate in aceasta lucrare, ionul metalic se leaga de
NAP prin intermediul aminoacizilor Asn* sau GIn®, situati la capatul C-terminal
sau N-terminal al peptidei (Figura 11.4.1.A si B). Cu toate acestea, reprezentarile
sugereazi faptul ci interactiunea dintre ionul de Zn** si NAP nu este bine definit3,

precum in cazul complexului NAPY-Zn?* (Figura 11.4.1.C).

Figura 11.4.1. Interactiunile dintre ionul de Zn®* cu structura peptidei (A si B)
NAP si (C) NAPY.

Tn plus, s-a observat faptul ci ionii de zinc se leaga puternic la structura
peptidei NAPY printr-un cluster format din aminoacizii Asn®, Ala?, Pro®, Val* si
Tyr’. Mai mult dect atat, pe 1anga atomul de oxigen, Tyr® pare si contribuie cu
structura inelului benzenic prin interactiunea de tip m-cation, actionand sub forma
de stabilizator al complexului NAPY-Zn?*. Prin urmare, in acest caz, potentialul
de legare dintre ionul de zinc si analogul cu tirozina devine mult mai puternic.

De asemenea, complexul NAP/NAPY-Zn?** a fost supus analizei de
dinamica moleculard (MD) pentru a investiga stabilitatea si interactiunea de legare
dintre ionul de zinc si atomul de coordinare al aminoacidului corespunzator in
conditii termice (temperatura corporala), utilizdnd programul de modelare MOE
2016.02. Asadar, scopul acestei abordari a fost de a studia influentei temperaturii

de 37 °C in ceea ce priveste distantele dintre ionul de Zn?* si atomul implicat in
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procesul de coordinare. Conform simularilor MD, nu existd nicio modificare
majora in ceea ce priveste modelul de legare al peptidelor NAP sau NAPY la 25
°C sila 37 °C. In cazul peptidei NAPY, in conditiile impuse de 37 °C, s-a observat
ca Tyr joaca un rol important in complexarea ionului metalic. De asemenea, s-a
observat ca la 37 °C legatura de coordinare este mai puternica decat la 25 °C. Acest
aspect sugereaza faptul ca in corpul uman, complexul NAPY-Zn?* devine mai
stabil. Mai mult decat atat, aceste reprezentari indica totodata ca peptida detine 0

stabilitate puternica ce nu a influentat centrul de coordinare cu ionii de zinc.

I1.5. Proiectarea inhibitorilor de naturi peptidica cu potential de
Tmpiedicare a formarii conformatiei -pliate in cascada amiloida

Tn aceasta lucrare au fost investigate 75 de peptide noi bazate pe secventa
AP@s20) in ceea ce priveste lipofilicitatea si biocompatibilitatea diferitelor
administrari (ex. administrare intranazald). Astfel, s-a conceput un set de peptido-
derivati cu diferiti acizi organici, combinatii ce nu au fost raportate sau studiate
pana in prezent in literatura de specialitate.

Multe deficiente in proiectarea medicamentelor pot fi atribuite
farmacocineticii si biodisponibilitatii inadecvate. De asemenea, doua caracteristici
farmacocinetice ce trebuie estimate Tn diferite etape ale procesului de elaborare a
medicamentului sunt reprezentate de absorbtia gastrointestinald si accesul
substantei active la creier. Prin urmare, metoda BOILED-Egg, utilizata pentru a
urmdri permeabilitatea estimatd a creierului sau a intestinului, a fost utilizata
pentru a investiga proprietatile farmacologice ale compusilor prezentati in Tabelul

1.1.1.
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Tabelul 11.1.1. Proiectarea celor 75 de substante active bazate pe secventa (15-20) a
peptidei AP, cu potential de impiedicare a formarii conformatiei de tip B-pliat a fibrilelor

amiloidice.
Cod G | Cod G | Cod G™ | Cod G | Cod G
Peptida Peptida Peptida Peptida Peptida
! ! l ! !

1-1 1 1 2-1 2 1 3-1 3 1 4-1 4 1 5-1 5 1
1-2 1 2 2-2 2 2 3-2 3 2 4-2 4 2 5-2 5 2
1-3 |1 3 2-3 2 3 3-3 3 3 4-3 4 3 5-3 5 3
1-4 1 4 2-4 2 4 3-4 3 4 4-4 4 4 5-4 5 4
1-5 1 5 2-5 2 5 3-5 3 5 4-5 4 5 5-5 5 5
16 | 1 6 2-6 2 6 3-6 3 6 4-6 4 6 5-6 5 6
1-7 1 7 2-7 2 7 3-7 3 7 4-7 4 7 5-7 5 7
18 | 1 8 2-8 2 8 3-8 3 8 4-8 4 8 5-8 5 8
19 |1 9 2-9 2 9 3-9 3 9 4-9 4 9 5-9 5 9
1-10 | 1 10 2-10 | 2 10 3-10 3 10 4-10 4 10 5-10 5 10
1-11 | 1 11 2-11 2 11 3-11 3 11 4-11 4 11 5-11 5 11
1-12 | 1 12 2-12 2 12 3-12 3 12 4-12 4 12 5-12 5 12
1-13 | 1 13 2-13 | 2 13 3-13 3 13 4-13 4 13 5-13 5 13
1-14 | 1 14 2-14 | 2 14 3-14 3 14 4-14 4 14 5-14 5 14

unde, peptidele sunt: SQKLVFF?° — 1, BKLVFF? — 2, VLVFF® — 3, ®KLVF® — 4,
QKLV*® — 5. Grupirile functionale organice (G) ale acidului corespunzitor utilizate
pentru conjugare sunt numerotate dupa cum urmeaza: lauril — 1, hexanoil — 2, palmitoil —
3, octanoil — 4, decanoil — 5, stearoil — 6, 2-aminoetan-1-sulfonil — 7, 2-hidroxi-2-(4-
hidroxi-3-metilfenil)acetil — 8, 4-(1H-indol-3-il)butanoil — 9, 2-hidroxi-3,5-dinitrobenzoil
— 10, 2-(naftalen-1-il)acetil — 11, piridin-3-carboxilil — 12, 2-hidroxibenzoil — 13 si 2-
acetoxibenzoil — 14,

In investigarea proprietitilor legate de administrarea peptidelor si a
peptido-derivatilor, S-a aplicat aceasta abordare pentru fiecare compus conceput si
prezentat in Tabelul 1.1.1. Polaritatea si lipofilicitatea au fost luate in considerare
cu scopul de a obtine o histograma de administrare eficientd a acestor compusi
pentru corpul uman, indiferent de biocompatibilitatea intranazala, gastrointestinala
sau BBB. In ceea ce priveste polaritatea, histograma indica faptul ci cea mai buna
biocompatibilitate o detin peptidele 3 (YLVFF?) si 4 (**KLVF®), in timp ce
peptidele 1 (*°*QKLVFF?), 2 (**KLVFF?) si 5 (*SQKLV"®) prezinti cele mai mari
valori ale tPSA/A. in consecinti, aceste diferente notabile se pot datora
proprietitilor structurale. Astfel, "QKLVFF? si **KLVFF? fiind constituite din 6,
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respectiv 5 aminoacizi, expun o suprafatd moleculara mai mare, in timp ce
tetrapeptida 5 ce detine glutamina, posedd o grupare amino suplimentard in
comparatie cu *'LVFF? si **KLVF" si drept urmare, prezinti o polaritate ridicata.
De asemenea, parametrul de lipofilicitate indicad faptul ca peptidele conjugate cu
acidul palmitic si stearic detin valori peste limita. Acest aspect ar putea sugera ca
acizii grasi ce au un numar mai mare de atomi de carbon decat 16 in structurd, nu
sunt potriviti pentru conjugarea peptidelor in indeplinirea acestui deziderat datorita
faptului ca detin un grad de lipofilicitate extrem de ridicat si prin urmare, pot
ramane sechestrati in membranele neuronale sau gastrointestinale.

Ulterior, cele 75 de peptide si derivati ale acestora au fost supuse unei
abordari teoretice alternative bazate pe 6 parametrii fizico-chimici, si anume:
lipofilicitate, insolubilitate, polaritate, masd moleculard, saturare si flexibilitate.
Astfel, scopul principal in aceastd investigatie a fost de a examina respectivele
proprietati, pentru a obtine informatii cu privire la compatibilitatea biostructuralad
in vederea proiectarii medicamentelor cu administrare orald. Drept urmare, acesti
parametri ai compusilor descrisi Tn Tabelul 1.1.1. sunt prezentati schematic sub

forma de distributie hexagonala in Figura 11.5.3.

LIPOFILICITATEA LIPOFILICITATEA LIPOFILICITATEA

MASA . A MASA
FLEXIBILITATE/ MOLECULARA FLEXIBILITATE/ MOLECULARA FLEXIBILITATE, MOLECULARA

SATURAREA POLARITATEA ~ SATURAREA POLARITATE ~ SATURAREA POLARITATEA

INSOLUBILITATEA

INSOLUBILITATEA

B C

INSOLUBILITATEA

LIPOFILICITATEA LIPOFILICITATEA LIPOFILICITATEA

. IASA " MASA "
FLEXIBILITATEAR ) MOLECULARA FLEXIBILITATE MOLECULARK FLEXIBILITAT MOLECULARA

SATURAREA POLARITATEA  SATURAREA POLARITATEA  SATURAREA POLARITATEA

INSOLUBILITATEA INSOLUBILITATEA INSOLUBILITATEA

Figura 11.5.3. Proprietatile fizico-chimice ale compusilor studiati in ceea ce priveste
administrarea medicamentelor in functie de lipofilicitatea, masa moleculard, polaritatea,
insolubilitatea, saturarea si flexibilitatea peptidei sau a derivatilor: (A) 1, 2, 3, 4 si 5; (B)
1-1, 2-1, 3-1, 4-15i 5-1; (C) 1-2, 2-2, 3-2, 4-2 51 5-2; (D) 1-3, 2-3, 3-3, 4-3 5i 5-3; (E) 1-

4,2-4, 3-4, 4-4 5i 5-4; (F) 1-5, 2-5, 3-5, 4-5 si 5-5.
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Figura 11.5.3. (cont.) Proprietitile fizico-chimice ale compusilor studiati in ceea ce
priveste administrarea medicamentelor 1n functie de lipofilicitatea, masa moleculard,
polaritatea, insolubilitatea, saturarea si flexibilitatea peptidei sau a derivatilor: (G) 1-6, 2-
6, 3-6, 4-6 5i 5-6; (H) 1-7, 2-7, 3-7, 4-7 si 5-7; (1) 1-8, 2-8, 3-8, 4-8 si 5-8; (J) 1-9, 2-9, 3-
9, 4-95i 5-9; (K) 1-10, 2-10, 3-10, 4-10 si 5-10; (L) 1-11, 2-11, 3-11, 4-11 si 5-11; (M)
1-12, 2-12, 3-12, 4-12 si 5-12; (N) 1-13, 2-13, 3-13, 4-13 si 5-13; (O) 1-14, 2-14, 3-14, 4-
14 si 5-14. Cu rosu a fost reprezentata peptida 1, albastru — peptida 2, galben — peptida 3,
roz — peptida 4 si turcoaz — peptida 5. Hexagonul verde indicd domeniul acceptabil.

Parametrii care sunt constanti 1n afara limitei stabilite pentru administrarea
orala sunt flexibilitatea, greutatea moleculara si polaritatea. Cu toate acestea,
datorita caracteristicilor structurale ale peptidelor, comparativ cu structura
paracetamolului de exemplu, era de asteptat ca acesti 3 parametri sa depaseasca
valorile stabilite. Astfel, conform Figurii 11.5.3.A, cele 5 peptide au prezentat o
distributie in limitele acceptabile in cazul lipofilicitatii, saturatiei si a solubilitatii
(hexagonul verde), in timp ce derivatii acestora au dispus valori variabile.

Asadar, conform rezultatelor obtinute anterior, peptidele care au prezentat
cea mai bund biocompatibilitate teoreticd in cazul potentialei administrari a

medicamentelor, au fost peptida 3 (*"LVFF®) si peptida 4 (**KLVF"). Mai mult
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decat atét, in ceea ce priveste compusii organici utilizati pentru conjugare, s-a ales
sd se investigheze 1n continuare peptida conjugata cu acidului nicotinic (3-12 si 4-
12). Dintre taurina, acidul 3,5-dinitrosalicilic si acidul nicotinic (NA), ultimul
dintre acestea, cunoscut si sub numele de niacind, atenueaza n plus leziunile
cerebrale dupa stop cardiac la sobolani, conform investigatiilor efectuate de Kwon
si colaboratorii sai.** Tn consecinta, acidul nicotinic este singurul compus ce detine
o activitate neuroprotectiva comparativ cu ceilalti acizi utilizati pentru cuplare.
Astfel, s-a urmarit ce clasa de biomolecule active din corpul uman, precum
proteine, enzime sau receptori, ar putea interactiona cu peptidele si cu derivatii
acestora. Drept urmare, in acest caz, scopul a fost sa se analizeze posibila influenta
biologica asupra efectului terapeutic al compusilor 3, 3-12, 4 si 4-12. Asadar, cea
mai mare probabilitate de interactiune cu peptida *’LVFF? 0 au proteazele (28%),
urmate de familia de proteine receptoare AG (24%). Dupa conjugare,
probabilitatea pentru derivatul peptidei (NA-''LVFF?) creste semnificativ pentru
familia de proteine receptoare AG (52%), in timp ce interactiunea cu proteazele nu
se modificd. Mai mult decét atét, in cazul **KLVF", valoarea obtinuti in ceea ce
priveste proteazele a fost de 20%, in timp ce pentru NA-*KLVF, aceasta a
crescut pana la 32%. Referitor la familia de proteine receptoare, probabilitatea
estimata a fost practic similara (a crescut usor de la 32% la numai 36%). Asadar,
rezultatele obtinute conform acestei investigatii sugereazd faptul ca 1n urma
cuplarii NA la secventa peptidei, creste afinitatea pentru doua categorii de
biomolecule, ceea ce poate reprezenta un pas important in dezvoltarea functiilor
neuroprotectoare. Astfel, s-a demonstrat ca supracxprimarea genei ce codifica
aceasta familie de proteine, determini o inhibare a toxicitatii oxidative din creier.®
Pentru a investiga modul de interactiune a YLVFF?, NA-YLVFF%,
BKLVF" si NA-*KLVF" cu monomerul AB si fibrilele formate de acesta, s-a
recurs la o metoda de aliniere flexibila (Figura 11.5.5.). Pornind de la ipoteza
conform careia unii compusi pot influenta procesul de fibrilare, scopul acestui
studiu teoretic a fost acela de a investiga interactiunea tetrapeptidelor cu
monomerii sau oligomerii amiloidici si astfel, sia se analizeze capacitatea

inhibitorie asupra formarii conformatiilor de tip B-pliat detinute de aceste peptide-
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medicament. Tn plus, prin promovarea interactiunii dintre *’LVFF?°, NA-YLVFF?,
PKLVFY sau NA-**KLVF' cu monomerul AB, poate scidea drastic probabilitatea

de a se forma noi structuri fibrilare si in consecinta, structuri B-pliate (Figura
11.5.1.).

Figura 11.5.5. (A) Structura cristalograficd a monomerului AP_42) obtinuta din Protein
Data Bank si proiectatd cu programul MOE 2016.02. Modelul de aliniere a monomerului
AB_s2) cu: (B) LVFF?, (C) NA-YLVFF?, (D) BKLVFY si (E) NA-KLVF,
structuri reprezentate prin fragmentele gri liniare.

In comparatic cu modelul din Figura 11.5.5.A, existd diferente
semnificative In ceea ce priveste conformatia monomerului. Aceste rezultate
indica faptul ca peptida poate modula conformatia AP 42), destructurdnd unul din

elementele secundare de tip a-elicoidal. Tn consecinti, monomerul isi schimba
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conformatiile intr-o structurd de tip ghem statistic, ceea ce ar putea influenta
suplimentar interactiunea cu presupusul agent de inhibitie. Mai mult decét atét,
dupi cuplarea NA la secventa ''LVFF? si "°KLVF", s-a observat o progresie a
inhibarii impachetarii segmentelor de tip a-elicoidal. Totodata, pentru a investiga
potentialul acestor peptide de a impiedica formarea conformatiei B-pliate a
fibrilelor AP, s-a recurs la simulari de andocare. Astfel, interactiunea dintre
peptidele luate in considerare si fibrilele AP 42 pare a se desfasura la limitele
superioare sau inferioare a structurii p-pliate. Prin urmare, acest aspect poate indica
faptul ca daca interactiunile au loc in principal la extremitatile superioare sau
inferioare ale fibrilei, nu este posibild legarea unui alt monomer AP 4z. In
consecintd, nu mai are loc procesul de extindere a fibrilei datoritd acestui tip de
blocaj. Asadar, daca intr-o schema terapeutici se poate utiliza, de pilda, o
combinatie intre '’ KLVF" si NA-®*KLVF, atunci prima peptidi se poate atasa la
partea superioara, iar derivatul sdu la partea inferioara a structurii, ceea ce ar indica
faptul ca procesul de extindere continua a fibrilelor in ambele directii poate fi
impiedicat.

Pentru a investiga experimental proprietitile peptidelor *LVFF?, NA-
YLVFF?, ®KLVFYsi NA-®*KLVF, s-a recurs la sinteza acestora in fazi solida.
Substantele chimice de grad analitic au fost obtinute din surse comerciale, iar
solutiile au fost preparate utilizand apa de tip | obtinuta cu un sistem de purificare
de tip Millipore. in consecinta, peptidele si derivatii acestora cu acidul nicotinic au
fost sintetizate conform protocolului experimental descris Th Capitolul 11.1.7 cu
ajutorul unei rasini Fmoc-Rink-Amide-(aminometil). Peptidele brute obtinute prin
SPPS au fost supuse purificarii prin cromatografie de lichide de inalta performanta
in faza inversa pentru a selecta fractiunile cu puritate superioara. Mai mult decét
atat, fractiunile cromatografice au fost colectate individual si reinjectate in
dispozitivul Dionex UltiMate 3000 UHPLC Focused pentru a confirma puritatea
peptidelor (Figura 11.5.10.).
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Figura 11.5.10. Separarea cromatografica a peptidelor purificate prin RP-HPLC a (A)
YLVFF?, (B) NA-YLVFF?, (C) 8KLVF® si (D) NA-* KLVF, Linia verde intrerupti
indica variatia gradientului utilizat.

Desi puritatea initiala a peptidelor sintetizate, a fost mai micad de 85%, in
urma celei de-a doua separari cromatografice RP-HPLC au rezultat fractiuni a
caror puritate a fost de 99%. Astfel, doar peptidele ce au expus o puritate adecvata
(99%) au fost utilizate in investigatiile ulterioare (Figura 11.5.10.).

Ca urmare a separdrilor RP-HPLC, fractiunile cu cea mai nalta puritate

(Figura 11.5.10., 99%) au fost supuse analizei prin spectrometrie de masa cu
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desorbtie/ionizare asistatd de o matrice (MALDI-TOF-MS), investigatie realizata
cu un spectrometru Shimadzu Axima Performance MALDI-TOF. Astfel, probele
au fost co-cristalizate cu matricea a-CHCA si analizate ulterior in modul reflectron

pozitiv. In consecinta, spectrele MS ale peptidelor sintetizate sunt prezentate in
Figura 11.5.12.
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Figura 11.5.12. Spectrele obtinute prin MALDI-TOF/TOF ale peptidelor sintetizate,
unde: (A) YLVFFZ, (B) NA-YLVFF?, (C) ®¥*KLVFY si (D) NA-*KLVF®

Conform Figurii 11.5.12., pe langa ionul molecular identificat pentru
fiecare peptida ((M+H]*: 524,7 Da — LVFF?, 629,6 Da — NA-"LVFF?, 505,6
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Da — *KLVF* si 610,6 Da — NA-®*KLVF), s-au observat si aductii acestora cu
sodiu si potasiu. In ceea ce priveste conjugatul cu NA, specii similare au fost
observate la 651,6 Da pentru aductul cu sodiu a NA-Y'LVFF?, iar la 667,6 Da a
fost identificat aductul cu potasiu (Figura 11.5.12.B). Tn cazul peptidei 4 (**KLVF°)
si a conjugatului acesteia, au fost remarcate semnale asemanatoare Tn spectrele de
masa (Figura 11.5.12.C si D).

Ulterior, pentru a investiga stabilitatea structurala a acestor peptide, s-a
recurs la spectrometria de masa in tandem prin disociere indusa prin coliziune in
modul reflectron pozitiv. In plus, aceasta tehnici a permis si confirmarea secventei
aminoacizilor. Drept urmare, scopul principal al acestei abordari a fost acela de a
analiza cat de puternice sunt legaturile dintre aminoacizii prezenti in structurile
peptidelor si derivatilor acestora. Astfel, datele MS/MS ar putea consemna ce
legaturi sunt mai predispuse la fragmentare sau ce specii ionice sunt mai stabile si
prin urmare, si indice unde se poate produce clivajul acestora.**~*¢ Peptidele fiind

mai stabile, exista posibilitatea ca acestea sa isi poata exercita efectul terapeutic

mai eficient.
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Figura 11.5.13. Spectrele de masa obtinute in urma disocierii induse de coliziune in
modul reflectron pozitiv ale peptidelor: (A) YLVFFZ si (B) 8 KLVF®S,

Conform Figurii 11.5.13.A, au fost observate 5 semnale Tn cazul
compusului YLVFF?, inclusiv pentru ionul molecular la 524,6 Da ([M+H]"). De

asemenea, Tn urma procesului de fragmentare, s-au evidentiat semnalele asociate
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cu speciile ionice y;* la 312,6 Da, b," la 360,7 Da, a;" la 479,8 Da si bs* la 507,8
Da. Acest aspect sugereaza ca in urma CID, legaturile predispuse pentru clivare
sunt situate Tn proximitatea fenilalaninei, avand drept rezultat generarea
fragmentului 'LV, Cu toate acestea, Tn cazul peptidei **KLVF*, spectrul nu a
evidentiat nici 0 fragmentare chiar dacé a fost utilizatd cea mai mare putere per
puls (20 keV) al dispozitivului MALDI-TOF (Figura 11.5.13.B). Aceste date
sugereazd faptul cd peptida detine legaturi foarte puternice ce Imbunatitesc
biostabilitatea, aspect relevant in ceea ce priveste proteoliza de la nivelul

creierului.’%°

11.6.  Sinteza si caracterizarea unei peptide cu proprietati de auto-
asamblare

Tn aceasti etapd a doctoratului, s-a ales si se studieze secventa FRS si si
se investigheze modul prin care aceasta isi poate manifesta capacitatea de auto-
asamblare, in functie de conditiile date.

In prima instanta, scopul investigatiei teoretice a fost de a identifica modul
prin care 5 peptide FRS interactioneaza intermolecular dupa aplicarea unei
simulari dinamice, pentru a analiza capacitatea acestora de agregare sau de auto-
asamblare. Astfel, peptida tinde sd genereze o structurd concavéd/convexa. De
asemenea, legaturile de hidrogen cu moleculele de apa sunt mai putin vizibile, ceea
ce poate indica o solubilitate usor redusa. Prin urmare, acest aspect ar putea sugera
o eventuald tendinta de agregare sau de auto-asamblare in solventi polari, proces
in care peptidele analizate ar trebui sa interactioneze intre ele si mai putin cu
solventul. Pentru a investiga aceasta interactiune, 5 molecule de FRS au fost luate
in considerare in mediul apos si supuse modeldrii moleculare pentru a identifica
centrii de legare dintre acestia si totodata, care sunt stresorii implicati in acest

proces de agregare (Figura 11.6.2.).
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FRS*

FRS?

FRS3

Figura 11.6.2. O stare conformationald caracteristica pentru un set de 5 molecule de
peptida FRS rezultat in urma modelarii moleculare. Structura primara a peptidelor este
identificata prin firele alb-albastre, in timp ce moleculele de apa pot fi identificate prin

reprezentarea sferelor rosii.

Conform Figurii 11.6.2., atunci cand cele 5 molecule sunt supuse modelarii
moleculare, acestea prezinta tendinta de a adopta clustere. Un asemenea fenomen
ar putea fi indus si de legaturile de hidrogen nou formate prin intermediul
moleculelor de apa. De asemenea, S-a observat faptul ca structurile peptidice
transpun conformatii ce accelereaza procesul de incurcare fibrilara, un fenomen ce
poate potenta dezvoltarea retelelor. in consecintd, fragmentul principal din
secventa peptidei ce este implicat in procesul de agregare sau 1n interactiunile
legaturilor de hidrogen, este H.N-RSAPF®-CONH,, Tn timp ce fragmentele H,N-
'F si HaN-"IE.-CONH; par a fi in exteriorul zonei de interactiune.

Considerand datele teoretice obtinute in ceea ce priveste proprietatile
peptidei Tn procesele de agregare, s-a ales sa se recurga ulterior la sinteza si
investigarea acesteia prin diverse tehnici cromatografice, spectrofotometrice sau
densiometrice. Astfel, octapeptida amidati H,N-'FRSAPFIE®-CONH, a fost
sintetizata utilizand strategia Fmoc/tBu prin SPPS, fiind ancoratd pe un suport
solid constituit dintr-o rasina amidata (MBHA). Randamentul sintezei a fost de

aproximativ 48% pentru o cantitate teoreticd de 50 UM octapeptida, iar un
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randament similar a fost observat atunci cand s-a utilizat o cantitate de 6 ori mai
mare, obtindndu-se in cele din urma 90 mg. O explicatie a randamentului scazut
poate fi atribuitd atat etapelor laborioase de sintezd, cat si celor de clivare,
precipitare sau purificare.

Ulterior, printr-un sistem cromatografic de lichide de inalta performanta,
peptida FRS bruta sintetizata a fost eluata si detectata la un timp de retentie de 3—
5 minute utilizand cromatografia de separare C18-RP Flash. Drept urmare, in urma
liofilizarii s-a obtinut o cantitate de 90 mg peptida pura. In plus, puritatea peptidei
FRS a fost confirmata prin RP-HPLC. In acest scop, a fost folositi o coloana C18
n calitate de faza stationara in conformitate cu metoda descrisa in Capitolul 11.1.8.
Peptida FRS a prezentat un timp de retentie de 15,85 min, eluand la o concentratie
a solventului B de aproximativ 37%. Puritatea peptidei FRS in urma separarii prin
C18-RP Flash a fost estimata la 86,68%, fiind calculatd in functie de aria
semnalelor cromatogramei obtinute la 220 nm raportati la aria totala. In cele din
urma, doar fractiunile cu puritate ridicata (99%) au fost luate Tn considerare pentru
investigatiile ulterioare.

In ceea ce priveste spectrului de masa obtinut in urma analizei MALDI-
TOF al peptidei FRS, cel mai intens semnal observat la 965,48 Da a fost atribuit
ionului mono-incarcat [M+H]". In plus, doua semnale de intensitate redusa au fost
observate la 987,46 Da, respectiv 1003,43 Da, ce au fost atribuite aductului cu
sodiu [M+Na]" si aductului cu potasiu [M+K]" a ionului molecular. Structura
primara a peptidei FRS a fost confirmata prin spectrometrie de masa in tandem
(MS/MS), pe baza unui proces de disociere indus de coliziune (CID). Asadar, cel
mai intens semnal din spectrul de masa, corespunzator ionului [M+H]*, a fost
selectat si supus fragmentarii (Figura 11.6.9.). Drept urmare, in spectrul MS/MS au
fost identificate semnale asociate ionilor mono-incarcati precum b,* (m/z 304,10
Da), bs* (m/z 487,15 Da) sau ys* (m/z 504,18) Da. Mai mult decét atat, au fost
observate si cateva fragmente nespecifice in spectrul de masa, cum ar fi bs-H,O la
m/z 374,10 Da, bs-H,O la m/z 445,12 Da si bs-H.O la m/z 542,15 Da, ioni

moleculari rezultati prin eliminarea moleculei de apa de la capatul C-terminal al
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peptidei. Tn plus, semnalul relativ intens al ionului bs,* poate explica formarea
fragmentului HoN-"PFIE®-H.
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Figura 11.6.9. Tiparul de fragmentare MS/MS al peptidei FRS in urma procesului de
disociere indus de coliziune.

Tn primul rand, s-a observat o flexibilitate specifici in zona mediani a
peptidei, aceasta caracteristica fiind identificata in urma spectrometriei MS/MS cu
obtinerea fragmentelor asociate. Prin urmare, aceasta proprietate a fost confirmata
si de datele teoretice. Asadar, obtinerea unor fragmente ce apartin secventei
mediane a peptidei sugereaza faptul ca legaturile intramoleculare si, respectiv,
legaturile intre aminoacizi, nu sunt suficient de puternice pentru a atribui o
rigiditate structurala, avand drept consecinta o flexibilitate a legaturilor si implicit,
o disociere rapida a acestora. Tn al doilea rand, secventa HoN-RSAPFS-CONH;,
reprezentand punctul de inflexiune al peptidei conform simulérilor efectuate, a fost
confirmata si prin spectrometria de masa prin detectarea fragmentelor b,™, bs™, bs*,
si ys* obtinute in urma disocierii legaturilor dintre respectivii aminoacizi, ceea ce
denota o elasticitate specifica a acestui fragment.

Tntr-o prima etapi a studiilor spectrofotometrice, a fost inregistrat spectrul

FRS pentru a stabili maximele de absorbtie caracteristice ale fenilalaninei. Asa
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cum era de asteptat, cel mai mare coeficient de extinctie a fost inregistrat la 258
nm, dar au fost observate si doud benzi pronuntate la 252 nm si 264 nm. Mai mult
decét atat, au fost identificate doud benzi la 247 nm, respectiv 268 nm. Conform
spectrelor de fluorescenta ale peptidei FRS preparata in solutie Tris (0,1 M si la
7,4), obtinute in urma excitarii probei la 252 nm, 258 nm si la 264 nm, au fost
identificate lungimi de unda corespunzatoare benzilor observate in spectrele de
absorbtie, ce au constat din doua benzi de emisie, un semnal maxim la 308 nm si
un semnal secundar la 400 nm.

Tn plus, intensitatea fluorescentei a variat in functie de lungimea de unda
de excitatie utilizatd. Limita maxima de emisie pentru FRS a fost inregistrata la
308 nm la utilizarea unei lungimi de unda de excitatie de 264 nm. Conform acestor
date, atunci cand lungimea de unda de excitatie a crescut secvential, intensitatea
benzii de emisie prezente la 310-312 nm a crescut usor, in timp ce banda de emisie
cu un maximul de 400 nm a fost diminuata odata cu cresterea valorii lungimilor de
excitatie. Aceastd emisie neobisnuitd, dependentd de lungimea de undd de
excitatie, este cel mai probabil atribuitd unui transfer de protoni fotoindus
intermolecular (PPT — din engleza: Photoinduced Proton Transfer).*° Este posibil
ca acest proces sa fie favorizat de o retea intermoleculara produsa de peptida FRS
sau de fenomenul de auto-asamblare, proces ih care moleculele sunt strans
interconectate prin intermediul legaturilor de hidrogen. De asemenea, se poate
observa ca aceasta noua banda de emisie este favorizata de cresterea energiei de
excitatie. Prin urmare, poate exista o corelatie indirectd intre fluorescenta si
caracterul agregant al peptidei.

Tn plus, testele de agregare au fost efectuate pentru a confirma capacitatea
peptidei FRS de a se auto-asambla. Derivatul dipeptidic Fmoc-FF-OMe a fost
utilizat sub forma de compus control pentru aceste masuratori fluorimetrice. Initial,
s-a utilizat compusul FAD cu rol de moleculd intermediard pentru a investiga
fenomenele de agregare ale FRS in tampon Tris (0,1 M la pH 7,4). in consecinta,
S-a observat faptul cé fluorescenta FAD scade cu aproximativ 6400 de unitati n
12,5 min in prezenta octapeptidei, iar ulterior s-a stabilizat. Variatia fluorescentei

a fost similard pentru derivatul dipeptidic, cu o crestere constantd de 4600 de
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unitdti dupa aproximativ 8 minute de monitorizare, timp de 11 minute. Corelénd
aceste date cu cele obtinute anterior, Se poate concluziona faptul ca procesul de
auto-asamblare este dependent de timp. Prin urmare, scdderea intensitatii
fluorescentei a solutiei de peptida FRS are lor prin interventia transferul de protoni
fotoindus intermolecular si astfel, se pot genera structuri supramoleculare cu
proprietati de auto-asamblare.

Mai mult decét atat, in cazul dipeptidei, fluorescenta tinde sa se stabilizeze
dupa un anumit timp ceea ce poate sugera ca, In acest caz, nu are loc PPT. Acest
aspect poate fi explicat prin natura secventei compusilor investigati. Octapeptida
prezentand o structura concava/convexa, procesul de PPT se poate realiza mult mai
usor, pe cand dipeptida, detindnd o structurd de dimensiune redusd, nu poate
favoriza acest proces. Prin urmare, in cazul Fmoc-FF-OMe se formeaza structuri
agregante instabile in timp, pe cdnd FRS poate genera retele stabile.

Totodata, s-a investigat si modul prin care concentratia FRS influenteaza
intensitatea fluorescentei, cu scopul de observa o dependenta intre capacitatea
peptidei de a auto-asambla si spectrul rezultat, identificandu-se doud dependente.
In primul rand, o dependenta intre concentratia FRS si intensitatea fluorescentei,
iar a doua dependenta este raportatd intre lungimea de unda excitata si concentratie.
Desi initial la 50 ng/mL FRS, nu a existat o diferenta semnificativa in ceea ce
priveste fluorescenta la cele doud lungimi de unda de excitatie (240 si 258 nm),
ulterior a fost Inregistrat un decalaj din ce In ce mai mare intre cele doua semnale.
Prin urmare, acest aspect poate fi explicat prin natura suprastructurilor generate de
FRS n urma procesului de auto-asamblare.

Tn plus, un alt parametru utilizat in determinarea proprietitilor de auto-
asamblare a unei molecule este indicele de agregare. Acesta este folosit frecvent
pentru a determina prezenta agregatelor in solutie, dar ajutd si la evaluarea
existentei oligomerilor, oferind o prima aproximare a starii de agregare a unei
probei.*! In ceea ce priveste valorile indicelui de agregare, Tn momentul in care
acesta este sub 3 proba este o solutie transparentd. O valoare intre 3 si 30 denota
faptul ca pot exista agregate, iar un indice peste 30 indica aspectul conform caruia

esantionul este puternic agregat.*! Astfel, peptida FRS formeazi agregate in solutie
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in functie de timpul de incubare, maximul regasindu-se la 20 min, iar ulterior,
indicele stabilizandu-se la o valoare de aproximativ 3,5 dupa 40 min.

Tn ceea ce priveste studiile prin DLS, graficul rezultat prezinta un profil de
distributie a intensitatii in functie de dimensiunea particulelor formate de FRS la
trei concentratii diferite (0,12%, 0,28% si 0,51%). Asa cum era de asteptat, s-a
observat faptul ca fenomenul de agregare este dependent de concentratia utilizata.
De asemenea, procesul de polidispersitate a avut loc chiar si la concentratii mai
mici. O distributie bimodala a fost observata la o concentratie de aproximativ 0,12,
respectiv 0,28%, iar o distributie trimodald, in cazul unei concentratii mai mari.
Indicele de polidispersitate al peptidei (PDI — din engleza: Polydispersity Index)
descrie atat distributiile dimensiunii particulelor monodisperse, cét si polidisperse.
Tn consecinta, populatia principald prezinti urmitoarea polidispersitate: 0,18, la
concentratie de 0,13%, 0,16 la concentratie de 0,28% si 0,11 la concentratie de
0,51% peptida FRS. Asadar, se poate concluziona ca la o concentratie ridicata,
peptida detine o tendinta de auto-asamblare doveditd de o crestere a dimensiunii
particulelor.

Mai mult decét atét, Tn urma investigatiei prin DLS s-a observat faptul ca
peptida adopta diferite structuri de diferite dimensiuni in functie de concentratia
utilizata. Astfel, la concentratii crescute peptida poseda tendinta de agregare, cu
generarea unor particule de dimensiune maritd. Prin urmare, tendinta de auto-
asamblare a fost observata pornind de la o concentratie de 0,28%, insa a fost mai

evidenta la o concentratie de 0,51% (Figura 11.6.21.).
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Figura 11.6.21. (A) Dependenta dimensiunii particulelor in functie de concentratia
peptidei FRS. (B) Dependenta dimensiunii particulelor generate de peptida FRS Tn
functie de temperatura. (C) Potentialul Zeta in functie de concentratia octapeptidei. (D)
Conductivitatea in functie de concentratia peptidei FRS.

O crestere suplimentara a concentratiei de pana la 1% nu a prezentat o
influentda semnificativa asupra procesului de agregare la o temperatura de 25 °C.
Cu toate acestea, la temperaturi mai ridicate (32 si 37 °C), capacitatea de auto-
asamblare a scazut drastic in comparatie cu solutiile de concentratie de 0,51%
(Figura 11.6.21.A). Pentru concentratii mai mici de 0,4%, a fost identificatd o
contractie in volum a dimensiunii structurilor generate de cétre peptida. Astfel,
volumul agregatelor a fost diminuat la o temperatura de 25 °C, iar ulterior, a fost
atins un maxim la 32 °C (Figura 11.6.21.A). Asadar, toate aceste date confirma
ipoteza conform careia procesul de agregare este dependent de temperatura. Cele
mai bune conditii de agregare au fost observate la o temperatura de 32 °C si la 0

concentratie de 0,51% (Figura 11.6.21.A). De asemenea, a fost observata o tendinta
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de crestere a dimensiunii particulelor in momentul in care solutia de peptida a fost
supusi tratamentului termic de peste 40 °C (Figura 11.6.21.B). In schimb, solutia
de 0,51% a prezentat un punct de inflexiune la 47 °C, moment in care a adoptat o
stare conformationald mai relaxati. In aceasta situatie s-a observat o crestere de
patru ori a volumului la temperatura respectiva, in comparatie cu o crestere de doar
45% observata la 32 °C (Figura 11.6.21. B). In cele din urma, la o concentratie de
1% FRS, dimensiunea particulelor nu au fost in mod evident influentatd de
modificarile de temperaturd. Acest fenomen poate fi explicat prin faptul cd un
numar Tnsemnat de legaturi intermoleculare si intramoleculare dicteaza unele
constrangeri conformationale, chiar si la temperaturi ridicate (Figura 11.6.21.B).

Totodata, s-a observat o dependenta intre potentialul Zeta si concentratia
utilizata, pornind de la o valoare de -14 mV pentru o concentratie de 0,12% si
atingdnd o limita de -9 mV in cazul unei concentratii de 0,51%. Procesul de
intensificare a acestui parametru in raport cu o crestere a concentratiei, ar putea fi
justificat printr-o augmentare a legaturilor intermoleculare Tntre moleculele de
FRS datorita fenomenului de agregare. De asemenea, un comportament specific a
fost observat atunci cand peptida a atins o concentratie de 0,28%. In acest caz,
potentialul Zeta a avut tendinta de a avea cea mai mica valoare. In consecint, acest
fenomen poate fi incredintat, cel mai probabil, unei schimbari conformationale.

Mai mult decét atat, conductivitatea a prezentat o dependenta ascendenta
pana in punctul in care incep sd se formeze agregatele peptidice. Drept urmare,
acest fapt poate fi explicat printr-o diminuare semnificativd a grupdrilor
functionale de la suprafata sistemului, moment in care asocierile intermoleculare
sunt predominante. Tn plus, conform diametrului hidrodinamic al structurilor
generate de peptida FRS la o concentratie de 1 mg/mL in solutie tampon PBS, 0,01
M la pH 7,4, acestea au manifestat schimbari conformationale multiple in functie
de temperatura. Astfel, la 31 °C si la 40 °C peptida formeaza structuri globulare,
n timp ce la 34 °C si la 43 °C, FRS prefera conformatia cea mai relaxata.

De asemenea, investigatiile imagistice de tip AFM au indicat faptul ca
peptida FRS poate genera aranjamente supramoleculare bine definite la pH 5,5

(Figura 11.6.23.A si B). Asadar, intr-o solutie usor acida a fost observata
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oligomerizarea peptidei. Structurile rezultate au prezentat o forma elipsoidalé cu o
indltime cuprinsa intre 0,62 pm si 0,68 um, 0 lungime medie de 3,03 + 0,12 um, o

latime medie de 1,02 + 0,09 um si o suprafati medie de 3,13 = 0,33 um?.
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Figura 11.6.23. Rezultatele imagistice obtinute prin AFM pentru peptida FRS (A) la pH
5,5 si (B) sectiunea corespunzitoare, (C) la pH 7,4 si (D) sectiunea corespunzatoare, (E)
preparata intr-o solutie de metanol (4,5%) si (F) sectiunea corespunzitoare.

Atat organizarea structurald de care beneficiaza peptida cat si orientare
grupdrilor laterale, poate interveni in potentarea formarii unor astfel de structuri
micrometrice sub forma de ansambluri ordonate. Mai mult decat atat, aceste date
confirma valorile dimensiunii particulelor estimate prin DLS. De asemenea, la pH

7,4 a fost observat un polimorfism structural, fiind evidentiat printr-un perimetru
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cuprins ntre 4,78 um si 8,67 um, dar si printr-o arie ce a variat intre 0,80 um?si
1,99 um?. n acest caz, iniltimea structurilor nu a depasit valoarea de 20-30 nm
(Figura 11.6.23.C si D).

Cu toate acestea, in momentul in care a fost utilizat metanolul drept
solvent, peptida FRS a manifestat proprietati de auto-asamblare sub forma
globulard cu diametre cuprinse in intervalul 200-350 nm (Figura 11.6.23.C). Tn
consecinta, aceste masuratori sugereaza ca la pH 5,5, FRS se agregd in
microstructuri elipsoidale uniforme, iar prezenta metanolului ar putea detine un
impact semnificativ asupra procesului auto-asamblarii, generand astfel
nanostructuri globulare bine definite.

Totodata, in Figura 11.6.24. sunt prezentate imaginile SEM ale
octapeptidei FRS. Astfel, rezultatele obtinute prin aceasta tehnica au indicat faptul
ca peptida ar putea avea capacitatea de a se asocia in structuri globulare cu un

diametru care variaza la scala micrometrica, fiind cuprins intre 10 pm si 90 pum.

Figura 11.6.24. Rezultatele imagistice obtinute prin SEM ale peptidei FRS la o rezolutie
de (A) 500 pm, (B) 200 pm sau (C, D) la o rezolutie de 100 pm.
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Dupa cum se poate observa din Figura 11.6.24, peptida genereaza structuri
micrometrice cu aspect poros. In plus, exista posibilitatea ca aceste formatiuni si
capteze diferiti compusi terapeutici ce pot fi eliberati ulterior intr-un mediu
controlat de pH, temperatura sau solvent. Dat fiind faptul cd nano sau
microstructurile prezentate sunt rezultatul auto-asamblarii peptidei FRS, acest
studiu poate fi premergator n definirea investigatilor ce vor viza obtinerea
materialelor complexe, sub forma unor combinatii cu alti compusi (ex. polimeri
sau alte peptide). In acest fel, se imbunititesc proprietitile acestor nanostructuri,
ce pot valorificate ulterior in calitate de platforme pentru eliberarea controlata a

compusilor medicamentosi.
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CONCLUZII GENERALE

Tn cadrul prezentei tezei de doctorat s-a ales s se studieze arhitectura
proteomica ce sta la baza bolii Alzheimer prin intermediul sintezei unor peptide cu
actiune neuroprotectoare, care au fost supuse unor diverse investigatii de
identificare a traseelor moleculare ce trebuie abordate in eficientizarea procesului
terapeutic. Totodata, acest studiu s-a axat si pe analize computationale, investigatii
ce au oferit informatii pretioase din punct de vedere teoretic cu privire la
comportamentul unor molecule. De asemenea, sinteza si caracterizarea unei
peptide cu potential de auto-asamblare a oferit o perspectiva de ansamblu in ceea
ce priveste generarea unor nanoparticule care detin posibilitatea de a concepe
platforme de eliberare controlata a substantelor active.

Complexitatea acestei teze de doctorat a inclus un cadru amplu implicat in
identificarea unor caracteristici esentiale ale modurilor prin care este abordat
procesul de neurodegenerare in prezenta ionilor metalici, procesul de
neuroprotectie cu diverse peptide, dar si conceperea unor platforme cu proprietati
de auto-asamblare ce ar putea distribui ulterior compusul terapeutic. Pe de alta
parte, caracterul inter si transdisciplinar a coalizat diverse domenii ale chimiei,
precum biochimia in studiul efectelor terapeutice ale peptidelor, chimia organica
in sinteza peptidelor in faza solida, chimia anorganica in investigarea interactiunii
ionilor metalici fatd de peptidele AP, chimia analiticad in purificarea si studiul
spectrofotometric al peptidelor, chimia teoretica in studiile computationale, dar si
chimia materialelor in investigarea unei peptide cu potential de auto-asamblare.
Totodata, metodele de cercetare au fost abordate astfel incat sd fie generat cu
context cat mai extins referitor la complexitatea informatiilor obtinute, asociind
datele experimentale cu cele teoretice.

Astfel, in ceea ce priveste primul obiectiv in care s-a studiat teoretic
interactiunile dintre diferiti ionii metalici, precum Cu*, Cu?*, Fe*, Fe**, Mn?",

Mg?*, Ni* si Zn** cu structura monomerului A 42), dar si cu fibrilele acestuia in
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hiperpirexie, rezultatele obtinute sustin ipoteza conform careia o temperatura
corporald mai ridicatd si o presiune intracraniand crescutd pot afecta structura
conformationald a peptidelor si fibrilelor amiloidice, si anume o tendintd mai
redusa pentru structurile secundare de tip a-elicoidale, ce poate imprima
consecinte directe asupra agregarii peptidice. Mai mult decét atat, datele analizate
in urma dinamicii moleculare au sugerat faptul cd aceste conditii pot creste
procesul de agregare a peptidelor datorita formarii conformatiilor secundare de tip
ghem statistic si f-pliatd. De asemenea, prezenta ionilor metalici in structurile
cerebrale cu AD cauzate de metabolismul anormal, poate determina o consecinta
favorabila asupra ratei procesului de neurodegenerare. Prin urmare, avand in
vedere conditiile la care este supus organismul in hiperpirexie si in AD, cumulénd
datele teoretice obtinute, acest studiu a indicat faptul ca se poate manifesta o
agravare a conditiilor fiziopatologiei printr-o potentare a agregarii peptidelor.
Astfel, peptidele amiloidice isi pot exercita capacitatea de a forma noi fibrile, cu
efect direct in generarea unor noi depozite de plici senile.

Al doilea obiectiv a reprezentat o abordare teoretica a interactiunii dintre
structura cristalografica a tubulinei si peptida neuroprotectoare NAP conjugata cu
acidul acetilsalicilic. Datele teoretice obtinute au remarcat aspectul conform caruia
atat peptida NAP, cat si conjugatul ASA-NAP, pot coexista intr-un sistem si nu se
inlocuiesc reciproc dupa cum se poate intdmpla Tn cazul paclitaxolului-NAP. Tn
plus, efectul acestor doi compusi peptidici poate fi cumulat, Imbundtatind astfel
actiunea neuroprotectoare. In consecint, este posibil ca aceste molecule si se lege
simultan de heterodimerul off al tubulinei datoritd prezentei unui centru diferit
pentru ASA-NAP si astfel, efectul benefic sa fie unul superior. Totodata, prin
utilizarea dinamicii moleculare au fost obtinute noi perspective cu privire la
influenta ionilor metalici asupra caracteristicilor structurale a peptidelor NAP si
NAPY, in functie de temperatura aplicata si aminoacidul substituit. De asemenea,
S-a observat faptul ca ionii de zinc se leagd puternic la structura peptidei NAPY.
Mai mult decat atdt, pe langd atomul de oxigen, Tyr® pare si contribuie la
stabilizarea complexului cu structura inelului benzenic prin interactiunea de tip m-

cation. Prin urmare, in acest caz, potentialul de legare dintre ionul de zinc si
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analogul cu tirozini devine mult mai puternic. in plus, conform acestor simulari,
la o temperatura de 37 °C exista o probabilitate mai mare de a se forma complexul
NAP-GIn8-Zn?* fata de NAP-Asn'-Zn?*, Tn schimb, substitutia tirozinei cu serina
creste stabilitatea complexului prin intermediul alaninei si prolinei. Drept urmare,
aceastd abordare ar putea avea implicatii importante in proiectarea
medicamentelor, considerand cerintele stabilitatii peptidelor. Pe de alté parte, acest
design teoretic a dezvaluit modificarea structurald subiacenta a acestor molecule
n conditii termice si sub actiunea ionului de Zn*.

Pentru Tndeplinirea celui de al treilea obiectiv, au fost investigate 75 de
peptide si derivati ale acestora cu privire la activitatea potentiala de inhibare a
formarii conformatiei B-pliate a peptidelor amiloidice. Astfel, in urma analizei
preliminare a diferitelor caracteristici terapeutice, peptidele cu cea mai bund
biocompatibilitate in ceea ce priveste administrarea intranazald, gastrointestinala
si BBB au detinut in constitutia acestora secventa YLVFF? sau *KLVF'. De
asemenea, s-a ales sa se investigheze derivatul peptidic cu acidul nicotinic datorita
faptului ca poate regla diferite forme ale activitatii neuroprotectoare. Totodata,
conform simularilor moleculare, NA-YLVFF? si NA-*KLVF" accelereazi
procesul de interactiune cu peptidele amiloidice si prin urmare, detin capacitatea
de a imbunatati mecanismul de impiedicare a formarii conformatiei B-pliate.
Ulterior, 2 peptide si 2 derivati ale acestora din gama investigata au fost sintetizate
utilizand tehnica de sinteza a peptidelor in faza solida (SPPS). Spectrometria de
masa In tandem bazata pe un proces CID, a evidentiat aspectul conform caruia
legaturile peptidice din vecinatatea fenilalaninei sunt mai predispuse la scindare.
Tn cazul peptidei ®KLVF', spectrul nu a evidentiat nicio fragmentare, o
particularitate ce nu a fost identificatd pand in prezent in literatura stiintifica.
Asadar, peptida *®KLVF se poate atasa la structura monomerului si a fibrilelor
AP1-42), inhiband astfel procesul de extindere, concomitent cu imbunatatirea
mecanismul de impiedicare a formarii conformatiei de tip B-pliat. Noutatea acestui
studiu este reprezentatd de designul unor noi combinatii intre peptidele AP s-20) Si
derivati acestora cu o serie de grupari provenite din acizi organici, precum si de o

estimare computationald unica a acestor proprietati.
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In ceea ce priveste obiectivul numarul 4, octapeptida FRS a fost sintetizata
si caracterizatd din punct de vedere al proprietatilor de auto-asamblare utilizand
diverse tehnici, precum MALDI-TOF, UV-Viz, fluorescentd, DLS, AFM, SEM sau
simulari dinamice. Astfel, simularea moleculara a fost menitd sa descopere
conformatiile cele mai favorabile energetic ale clusterului peptidic si totodata, sa
analizeze capacitatea acestora de a forma asocieri structurale. De asemenea,
secventa H,N-?RSAPF®-CONH,, reprezentand punctul de inflexiune al peptidei
conform simuldrilor efectuate, a fost confirmata si prin spectrometria de masa prin
detectarea fragmentelor b,*, bs™, bs*, si ys* obtinute in urma disocierii legaturilor
dintre respectivii aminoacizi, ceea ce denotd o elasticitate specificd a acestui
fragment. Tn plus, este posibil ca transfer de protoni fotoindus intermolecular
identificat Tn urma investigatiilor spectrofotometrice, sa fie favorizat de o retea
produsa de peptida FRS sau de fenomenul de auto-asamblare, proces in care
moleculele sunt strans interconectate prin intermediul legaturilor de hidrogen. Pe
de alta parte, prin DLS s-a observat ca peptida adopta diferite structuri de diferite
dimensiuni in functie de concentratia utilizatd. Asadar, aminoacizii incdrcati
negativ au fost relevati pentru monitorizarea potentialului Zeta. De asemenea, s-a
remarcat faptul ca procesul de auto-asamblare al FRS este dependent de
temperatura si de concentratia peptidei. Totodata, investigatiile imagistice prin
AFM au indicat ca peptida FRS poate genera aranjamente supramoleculare bine
definite la pH 5,5. Tn plus, prin SEM s-a observat ci peptida detine capacitatea de
a se asocia n structuri globulare cu un diametru care variaza la scala micrometrica,
fiind cuprins intre 10 um si 90 pm. In consecinti, aceste tipuri de ansambluri
supramoleculare cu dimensiuni nanometrice reprezinta arhitecturi atractive pentru
conceperea unor platforme de livrare a unor molecule cu activitate biochimica.

In acelasi timp, caracterul trans si interdisciplinar, reprezentand
penultimul obiectiv, a apelat la diverse tehnici experimentale si teoretice. Prin
urmare, sinteza peptidelor a fost realizatd conform metodologiei implementate de
Merrifield si dezvoltatd ulterior de numerosi cercetdtori, fiind adaptatd la
secventele structurale ale peptidelor dorite.*? De asemenea, Tn urma sintezei, aceste

peptide au fost purificate prin RP-HPLC cu scopul de a obtine si utiliza fractiunile
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de cea mai ridicatd puritate (>99%). Ulterior, caracterizarea acestora a fost
efectuata utilizand metode de determinare a maselor moleculare (spectrometria de
masa de tip MALDI-TOF, MS/MS) si tehnici spectroscopice pentru a analiza
structural peptidele sub actiunea fasciculului de lumina (UV-Viz, fluorescenta).
Totodata, proprietatile de auto-asamblare si de formare a nanostructurilor au fost
determinate prin AFM, SEM si DLS. In plus, investigatiile computationale
prezente in indeplinirea fiecarui obiectiv in parte au completat datele
experimentale in vederea generarii unui cadru extins al comportamentului
molecular al peptidelor.

Mai mult decét atat, ultimul obiectiv a fost indeplinit prin publicarea a 5
articole stiintifice cu rezultatele prezentate in aceasta teza de doctorat, Tn jurnale
indexate Web of Science, cumuland in momentul publicarii un factor total de
impact de 21,041.1"%' De asemenea, autorul acestei teze de doctorat detine
calitatea de autor principal in 4 articole, iar intr-o singura publicatie, cel de co-
autor. Totodata, rezultatele obtinute au fost diseminate in cadrul a 5 conferinte
internationale sub forma de 2 prezentari orale si sub forma de 5 postere.

In consecintd, cumularea tuturor rezultatele obtinute in urma acestor studii
poate oferi o imagine de ansamblu asupra influentei unor peptide active din punct
de vedere fiziologic asupra structurilor tesutului cerebral, cat si modul prin care

pot fi administrate acestea in ameliorarea simptomatologiei AD.
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