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INTRODUCERE

In ultimii ani, oligopeptidele au cipitat o importanti tot mai mare in domenii precum
biologia, chimia si medicina, atrdgdnd atentia comunitatii stiintifice datoritd caracteristicilor
remarcabile, care variazd de la proprietdti antibacteriene pand la comportamente fotoactive
(Abbas si colab., 2022; Sun si colab., 2019). Peptidele ultra-scurte, definite ca avand pana la 7
aminoacizi, sunt studiate in special pentru capacitatea de a facilita transportul si eliberarea tintita
a medicamentelor (Apostolopoulos si colab., 2021; Yang si colab., 2023). In plus, proprietatile
distincte ale peptidelor scurte le confera un potential ridicat pentru o gama variata de aplicatii,
cum ar fi realizarea matricilor pentru culturile celulare (Restu si colab., 2020), proceselor de
regenerare tisulara (Ross si colab., 2022) si dezvoltarea biosenzorilor (Sfragano si colab., 2021).
Studiile recente au subliniat importanta peptidelor scurte in terapia genicd avansatd (Riley si
Vermerris, 2017). Principalele obiective ale tezei ,,Peptide scurte cu proprietati de
autoasamblare: sinteza, caracterizare si potentiale aplicatii” au fost urmatoarele:

O1. Selectarea unei secvente peptidice inspirate din secvente naturale si sinteza acesteia prin
metoda in faza solida, in vederea studiului proprietatilor de autoasamblare.

02. Realizarea sintezei unor variante mutante cu tirozina de la peptida selectata cu proprietati
de autoasamblare, in vederea evaluarii influentei acesteia in mecanismul de autoasamblare.

03. Optimizarea purificarii si separararii peptidelor obtinute prin cromatografia de lichide de
inalta performanta in faza inversata si extractie pe suport solid in faza inversata.

04. Caracterizarea peptidelor prin tehnici analitice avansate, cum ar fi spectrometria de masa
de tip MALDI-ToF, spectrometrie de masa in tandem si spectrometria de masa de tip ESI-MS cu
scopul de a confirma masa moleculard, puritatea si integritatea structurald a compusilor obtinuti.

OS. Stabilirea caracteristicilor spectrale ale peptidei FESNF prin studii UV-viz si
spectrofluorimetrie, precum si investigarea capacitatii acesteia de agregare si de formare a
complecsilor cu ionii de Cu(II).

06. Investigarea procesului de autoasamblare al peptidelor nou sintetizate prin tehnici
microscopice precum microscopia de fortd atomica (AFM), microscopia optica in lumind polarizata
(POM) si microscopia electronica de transmisie (TEM).

O7. Aprofundarea in vederea cercetdrilor mecanismului de autoasamblare a peptidei FEYNF
prin spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR) si studii spectrofluorimetrice.

08. Utilizarea unor metode complementare, cum ar fi studiile in silico, pentru aprofundarea
intelegerii mecanismelor de autoasamblare ale peptidelor si cercetarea potentialelor aplicatii
biomedicale.

09. Diseminarea rezultatelor obtinute prin publicarea acestora in jurnale stiintifice

recunoscute, cu factor de impact, si prin participarea la conferinte internationale si nationale.



PARTEA A DOUA. CONTRIBUTII PERSONALE
II. PEPTIDA CU PROPRIETATI DE AUTOASAMBLARE FESNF-NH,

Pentapeptida FESNF—NH> a fost selectatd pentru studiul proprietatilor de autoasamblare,
datoritd potentialului sau de a forma structuri organizate prin interactiuni specifice intre resturile
de aminoacizi constituenti si a relevantei biologice. Figura II.1 prezinta localizarea secventei
peptidei FESNF atat in cadrul lizozimei din albusul de ou de gaind (regiunea 34-38), cét si in
proteina CHAMPI (regiunea 772—776). Lizozima din albusul de ou de gdina prezintd o structura
foarte similard cu cea a lizozimei umane, care are capacitatea de a se autoasambla in fibrile
amiloide si este implicata in aparitia bolilor amiloide. Astfel, acesta a fost utilizat frecvent in
vitro ca proteind model pentru studiul formarilor fibrilelor (Wang si colab., 2021). in plus,
mutatiile de la nivelul genei CHAMP1 au fost asociate cu o formd rard de dizabilitate

intelectuala.

Ionii de Zn?*

Lizozim din ou de giaina Proteina din gena CHAMP1

Figura II.1. Reprezentari structurale ale lizozimei din albus de ou de gdina (stdnga, PDB: 1DPX) si a
proteinei CHAMP1 (dreapta, FIMFQ9, SWISS MODEL) obtinutd utilizand UCSF Chimera
versiunea 1.14. Regiunea in care se afla secventa FESNF a fost marcata cu verde, iar ionii de zinc cu
portocaliu.

I1.2. SINTEZA, PURIFICARE SI CARACTERIZARE

I1.2.1. Analiza prin cromatografia de lichide de inalta performanta

Pentapeptida FESNF a fost obtinutd cu succes utilizand sinteza peptidelor in fazd solida
(SPPS) si purificata prin cromatografie de lichide de inaltd performantd in faza inversata (RP-
HPLC). Initial, analiza HPLC a evidentiat doi compusi (Figura I1.2.1, stanga), indicind prezenta
peptidei de interes si a unui produs de sintezd secundar (Jitaru si Drochioiu, 2023). Puritatea
initiald a peptidei brute a fost estimata la 79% si, respectiv, 77% pe baza semnalelor inregistrate

la 215 nm, respectiv 220 nm. Elutia produsului secundar a avut loc la aproximativ doud minute

9



dupa elutia peptidei de interes, indicand un caracter hidrofob mai pronuntat. Dupd doua runde de
purificare, puritatea peptidei a crescut la 96% (Figura IL.2.1, dreapta). In continuare, greutatea
moleculard a peptidei purificate si a produsului secundar au fost analizate utilizand spectrometria
de masa cu timp de zbor cu desorbtie/ionizare laser asistatd de matrice (MALDI-ToF MS) si

MALDI-ToF/ToF.

11,64 ——A (MAU, 215 nm) 11.38 —— A (MAU, 215nm) | ]
—A (mAU, 220nm) ’ A (mAU, 220nm)
3000 1 —— A (mAU, 255 nm) ——A (AU, 255mm) | | 5000 _
=2 =2
< <
E E
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[} ©
Ko l o
o L— : — G
2 i 2
<C 1000 - 4700 <
I | R,
0 L | - 1 1 i [ i M L g i 1 i 1 i 7 0
0 10 20 30 10 20 30 40
Timp (ore) Timp (ore)

Figura I1.2.1. Cromatogramele HPLC corespunzatoare peptidei brute (stdnga) si peptidei FESNF
purificate (dreapta) obtinute prin monitorizarea la trei lungimi de unda (215, 220 respectiv 255
nm).

I1.2.2. Analiza prin spectrometrie de masa de tip MALDI-ToF

Determinarea greutdtii moleculare si a puritatii peptidei s-a realizat prin spectrometrie de
masad, utilizind metodele MALDI-ToF si MALDI-ToF/ToF (Figura 11.2.2). Analiza MS a
compusului eluat la timpul de retentie de 11,64 min confirma obtinerea cu succes a peptidei
FESNF-NH;. Initial, proba a fost co-cristalizata cu matricile HCCA si DHB in scopul analizei
prin MALDI-ToF. Spectrele de masa obtinute au prezentat semnale mai intense in cazul utilizarii
matricei DHB, indicand o eficienti mai buni a ionizirii. In plus, cristalele formate cu DHB au
fost de dimensiuni mai mari, sugerand conditii mai favorabile analizei spectrometrice (Figura
11.2.2).

Spectrul de masd a indicat prezenta ionului molecular [M+H]" la m/z 642,48. De
asemenea, au fost observati aductii de sodiu, [M+Na]*, si potasiu, [M+K]", la m/z 664,46,
respectiv m/z 680,44 (Figura I1.2.3). Valorile experimentale au fost comparate cu cele teoretice
calculate cu ajutorul software-ului GPMAW. In plus, analiza secventei peptidice prin MS/MS a

fost folosita pentru a confirma structura primara a peptidei FESNF-NHa.

10
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Figura I1.2.2. Comparatie vizuala privind co-cristalizarea peptidei FESNF-NH> cu doud matrici
diferite: DHB, respectiv, HCCA. Imagini inregistrate cu ajutorul camerei din dotarea spectrometrului
de masa MALDI-ToF.
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Figura I1.2.3. Spectrul de masd MALDI-ToF al peptidei FESNF obtinut utilizdnd matricea DHB.

I1.2.2.1. Analiza prin spectrometrie de masa in tandem

Conform asteptarilor, fragmentarea ionului molecular al peptidei de interes, la m/z
642,48, a generat mai multi ioni monovalenti de tip b si y', precum si specii rezultate prin
eliminarea unor molecule neutre, precum apa (H20), amoniac (NH3) si dioxid de carbon (CO2)
(Figura I1.2.4). Modul de fragmentare structurala al peptidei FESNF poate fi observat in Figura
I1.2.5. Pierderea de apd poate fi atribuitd fragmentelor de glutamat si serind, iar deviatia de 17
Da asociata cu eliberarea de amoniac poate fi atribuita capatului N-terminal al pentapeptidei sau
eliberarii apei impreund cu un decalaj izotopic (Sun si colab., 2008). In cazul fragmentelor y>",

11



y3" si bs’, eliminarea amoniacului ar putea proveni de la gruparea amino-liberd din lantul lateral
al asparaginei (Tabb si colab., 2006). Pe de alta parte, pierderea dioxidului de carbon, observata

atdt pentru ionul molecular, cat si pentru speciile sale deshidratate, poate proveni din

decarboxilarea restului de glutamat (Jackson si colab., 2011).

= 1504
E LID [M-+H]*- H,0
623,71
1204
[M+H]*- CO,
596,84
b,
90 477,85
Vi
365,86 [M+H]* -H,0-16
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v+ -NH, v 57996
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Figura I1.2.4. Atribuirea semnalelor m/z rezultate din analiza prin spectrometrie de masa in tandem
de tip MALDI-ToF MS/MS, utilizdnd matricea DHB. Fragmentarea ionului molecular [FESNF +
H]" (m/z 642) s-a realizat prin disociere indusa de laser (LID), respectiv disociere indusa de coliziune
(CID) (pentru fractiunea colectata la minutul 11,64 la separarea cromatografica de tip RP-HPLC).
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Figura IL.2.5. Evidentierea tipurilor preferentiale de fragmentare observate experimental in cazul
pentapeptidei FESNF-NH: la analiza prin spectrometrie de masa in tandem.

I1.2.3. Analiza prin spectrometrie de masa de tip ESI-MS

Spectrul de masa ESI-MS (Figura I1.2.9) confirma identitatea peptidei FESNF-NH;, semnalul

cel mai intens corespunzand ionului molecular ([M+H]"), la m/z = 649,28. De asemenea,

spectrul indica prezenta aductilor de sodiu [M+Na]*, la m/z = 664,26, si potasiu [M+2K-H]", la

m/z = 718,31. In plus, semnalul de la m/z = 1283,56 ([2M+H]") indica tendinta intrinseca a

peptidei de a forma dimeri (Pan, 2008).

[M+H]*
642,28
100
80
S
]
E 60
‘B
c
£ o
[M+Na]*
20 66426 [M+2K-H|*
Lo 71831
] S [2M+H]*
l | 1283,56
0 T & T & T v L T v T . T
400 600 800 1000 1200 1400

m/z

Figura I1.2.9. Spectrul de masa ESI-MS al peptidei FESNF-NHo.

I1.3. STUDII SPECTRALE

Analiza spectroscopicd a peptapeptidei

FESNF-NH>

evidentiazd doud

semnale

caracteristice, atribuite resturilor de fenilalanina de la extremitatile N- si C-terminale. Prezenta

aminoacizilor aromatici poate favoriza procesul de autoasamblare al peptidei. Pentru a evalua
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potentialul de implicare al peptidei in interactiuni cu ioni metalici, prezenta si comportamentul
resturilor aromatice au fost analizate prin spectroscopie UV-viz si spectrofluorimetrie.

Spectrul UV-viz al peptapeptidei a fost inregistrat in solutia tampon Tris pentru a stabili
amprenta caracteristica a resturilor de fenilalanina. Astfel, varful cel mai intens observat la 258
nm a fost Insotit de patru umeri spectrali la 247, 252, 263 si 267 nm, atat la pH 7,3, cat si la pH
7,0 (Figura IL1.3.1). Un profil spectroscopic similar a fost observat utilizind solutia tampon
PIPES 30 mM, pH 6,5, la o concentratiec a peptidei de 200 uM. Aceste rezultate sunt in
concordantd cu datele raportate anterior pentru peptidele ce contin fenilalanind (Barazzouk si
Daneault, 2012; Rodger, 2018). Solutia diluata de peptida (41 pM) prezintd o banda spectrala,
caracteristicd grupdrii amidice, prezentd la 203 nm (A3 0,97), in conditii de pH 7,3.
Fenilalanina poate actiona drept intermediar pentru transferul de electroni intre regiuni
indepartate din structura peptidicd (Nathanael si colab., 2018). Contributia modestd a

fenilalaninei la fluorescenta intrinseca a peptidei poate fi explicatd prin randamentul sau cuantic

scazut (Lakowicz, 2006).

3

Absorbanta (u.a.)

200 240 280 320
Lungime de unda (nm)

Figura I1.3.1. Spectrele UV-viz ale pentapeptidei FESNF in Tris 30 mM pH 7,3 (a si b, 826 uM si
41 uM) si acetat 40 mM pH 7,0 (600 uM, spectru c, punctat).

Totodatd, masurdtorile spectrofluorimetrice scot in evidentd trasaturi spectrale specifice
peptidelor care contin resturi de fenilalanind. Spectrul de emisie al peptidet FESNF-NH> in
solutie tampon Tris 30 mM, pH = 7,3, la lungimea de unda de excitatie de 258 nm, prezintd un
maxim la 282 nm si un umar la 290 nm. Se poate observa o bund linearitate intre intensitatea

semnalului de fluorescentd si concentratia peptidei in intervalul de concentratie 25-250 pg/mL,
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la lungimea de unda de emisie de 282 nm (Figura IL1.3.2 - Insertie). In mod analog, a fost
masurat spectrul de emisie al peptidei in acetat de sodiu 50 mM, pH = 5,05, si s-a constatat un
profil asemanator. Conform asteptarilor, spectrele de excitatie prezintd un maxim la 258 nm

(Figura I1.3.3 — spectre punctate).
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Figura I1.3.2. Spectrele de emisie ale pentapeptidei FESNF-NHo> (1, 2, 3 si 4 la 26; 80; 132 si 238

pg/mL) in solutie tampon Tris 30 mM, pH 7,3. Insertie: intensitatea fluorescentei in functie de
concentratia peptidei.
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Figura I1.3.3. Spectrele de emisie la patru concentratii diferite de peptida (39, 78, 132 si 176 uM — a,

b, ¢ si d; linii continue) obtinute pentru Aexcitaie = 258 nm si spectrele de excitatie corespunzatoare

(a’,b’, ¢’ si d’; linii discontinue) inregistrate la Aemisie= 282 nm, in solutie de acetat de sodiu 50 mM,
pH = 5,05.
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I1.4. STUDII DE AGREGARE

De obicei, stabilitatea fizicd a peptidelor si proteinelor este influentatd de mai multi
factori. Capacitatea unei peptide de a forma agregate poate fi influentatd de secventa de
aminoacizi, sarcina neta a peptidei si concentratia acesteia (Zapadka si colab., 2017).

Indicele de agregare (IA) este un parametru important care indicd tendinta unei peptide
de a forma agregate in solutie, mai ales atunci cand valoarea acestuia este mai mare de 3. S-a
demonstrat ca fenilalanina are capacitatea de a forma fibrile in PBS la 37°C (Anand si colab.,
2017). Mai mult, prezenta resturilor de fenilalanind in hexapeptide, in agregatele cu structurad p-
pliata incrucisatd si in speciile asemandtoare amiloidului, a fost raportata anterior in literatura
(Rousseau si colab., 2006), iar tendinta de agregare este puternic influentatd de numarul acestor
resturi aminoacide Tn moleculd (Zaguri si colab., 2021). Pe de alta parte, asparagina si glutamina
pot juca un rol important in initierea procesului de agregare a peptidelor si proteinelor (Barrera si
colab., 2021; Shattuck si colab., 2017).

Dupa cum era de asteptat, indicele de agregare obtinut a fost mai mare de 40 atunci cand
s-a utilizat absorbanta de la lungimea de unda de 280 nm la pH 6,00, 8,00 si 10,7. Aceste valori,
calculate conform ecuatiei 1, se aplicd in principal studiilor de agregare efectuate in cazul
proteinelor. In schimb, au fost obtinute rezultate mai relevante pentru pentapeptida studiata cand
IA a avut valori mici (sub 3), calculate pe baza absorbantelor inregistrate la lungimile de unda
de 258 si 350 nm. Profilul dinamic de agregare a fost prezentat in Figura Il.4.1. Valoarea
maxima a IA (2,8) a fost obtinuta la pH 6 dupd 20 de minute de incubare la 37 °C.

In mod similar, agregarea pentapeptidei a fost investigata la pH 2. In aceste conditii, s-a
observat in mod interesant atingerea unui platou dupa 30-40 minute de incubare, folosind o
solutie de peptida de 2 mg/mL. Indicele de agregare a fost de asemenea determinat in functie de
pH, dupd 30 minute de incubare la 37 °C. Profilul obtinut, de tip ,,clopot” (Figura I1.4.1,
insertie), sugereaza In mod clar cd peptidei FESNF 1i este favorabil un mediu usor acid pentru a
initia procesul de agregare.

Capacitatea de agregare a peptidei a fost investigata si prin testul cu ThT. Fenilalanina
formeaza agregate, iar intensitatea fluorescentei ThT creste datoritd captarii colorantului de catre
structurile rezultate prin autoasamblare (Ziaunys si Smirnovas, 2019). In acest caz, este posibil
ca rezultatele sa fie influentate de sarcina electrica totala a peptidei FESNF-NH». Astfel, dupd o
perioadd de incubare de 145 ore la 50 °C, s-a observat o crestere de 18% a fluorescentei la pH 8
(Figura 11.4.2). Interactiunea electrostatica dintre ThT, care este incarcat pozitiv, si peptida

investigatd, partial negativd, poate intensifica semnalul de fluorescenta. Interactiunile
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electrostatice dintre fibrile si ThT reprezintd principalul factor care determind intensitatea

fluorescentei (Arad si colab., 2020).
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Figura II.4.1. Indicele normalizat de agregare (IA) calculat pentru pe baza valorilor absorbtia
absorbantelor la 258 nm si 280 nm, respectiv 350 nm.. Valorile maxime ale IA au fost de 2,8 (puncte
pline), respectiv 44 (puncte goale). Insertie: variatia indicelui de agregare (IA) in functie de valorile
pH-ului.
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Figura I1.4.2. Cresterea intensintatii semnalului de emisie (Aex 440 nm si Aem 482 nm) a
tioflavinei (40 uM ThT) in prezenta pentapeptidei la pH 8,0 (m), pH 7,0 (A) si pH 2,0 (0), in
functie de timpul de incubare la 50 °C.
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I1.5. STUDIUL PROPRIETATILOR DE AUTOASAMBLARE PRIN AFM

Morfologia speciilor agregate derivate din FESNF-NH> in diferite medii de solutii au fost
analizate cu ajutorul microscopiei de fortd atomica (AFM) si prezentate in Figura I1.5.1. Solutia
de acetat de amoniu cu pH 5,5 si cea de metanol (Figura IL5.1, A, A’ si, respectiv, D, D') par sa
induca un efect de aglomerare a fibrilelor. Acest efect este mai vizibil in cazul Figurii I1.5.1 D,
D' si D", ceea ce confirma incd o datd ca alcoolii cu lant scurt induc o intarziere de formare a
fibrilelor, asa cum a fost descris anterior intr-un alt studiu similar (Bernson si colab., 2020). In
plus, a mai fost raportat in literatura de specialitate faptul cd metanolul modifica substantial
morfologia compusilor prin scaderea semnificativa a timpului de uscare (Zelenovskiy si colab.,
2015).

Fibrilele observate in cazul probei obtinute in prezenta acetatului de amoniu, la pH 5,5
seamand cu o retea neuronala. in acest caz, litimea medie a fibrilelor este de aproximativ 130
nm, in comparatie cu cea a fibrilelor obtinute pentru proba obtinuta din solutia de metanol, unde
latimea medie este mai mare, In jur de 235 nm, dupa cum se poate observa din masuratorile
bazate pe profilurile sectiunilor transversale din Figura IL.5.1 A", respectiv, D".

Punctul izoelectric (pl) teoretic al peptidei FESNF-NH; este 6,99, asa cum a rezultat din
calculul cu ajutorul BACHEM Peptide Calculator. La pH fiziologic de 7,4, care este apropiata de
valoarea de pH-ului corespunzdtor punctului izoelectric (pI), nu are loc formarea fibrilelor
peptidice (Liu si colab., 2022) (Figura IL.5.1 B si B"). In schimb, s-au format clustere dense, cu
dimensiuni cuprinse intre 116 si 128 nm, in functie de profilul sectiunii transversale (Figura
I1.5.1 B"). Acesta este un comportament similar celui prezentat de insulina bovind atunci cand
este expusa la o valoarea de pH apropiata de punctul sdu izoelectric (Bernson si colab., 2020).
Mai mult, aparitia fibrileor amiloidice in cazul peptidelor din boala Alzheimer tinde sd fie
favorizatd atunci cand sarcina neta electrica este zero din cauza conditiilor de pH (Guo si colab.,
2005).

Cu toate acestea, la pH 8,2, pentapeptida se autoasambleazd in nanofibrile lungi,
omogene si distincte (Figura IL.5.1 C si C'), cu o latime medie de aproximativ 165 nm (a se
vedea imaginea de sectiune din Figura IL.5.1 C"). Mai mult, sarurile pot facilita formarea
fibrilelor la pH 8,2, ca urmare a predominantei sarcinilor negative (Hong si colab., 2004). Prin
deprotonarea restului de acid glutamic, pot fi accentuate interactiunile intra- si intermoleculare,
in special legaturile de hidrogen mediate de catenele laterale ale acidului glutamic, serinei si
asparaginei din structura principali a peptidei. In mod implicit, interactiunile intermoleculare de
tip m-m pot deveni mai pronuntate. In aceste conditii, pentapeptida se autoasambleazi in

apropierea valorii pKa a tamponului Tris, formand nanofibre lungi, omogene si distincte (Figura
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IL.5.1 C, C’) cu o latime medie de aproximativ 165 nm (sectiunea imaginii Figura I1.5.1 C”).
Prin urmare, este important de luat in calcul contributia gruparilor -NH, partial disociate,

provenite atat de la capatul N-terminal al peptidei, cat si din solutia tampon.
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Figura IL5.1. Imagini AFM bidimensionale (2D), inregistrate pe suprafete de 20x20 pm?, respectiv
3x3 um?, si profilele sectiunii transversale corespunzitoare ale probelor obtinute din solutia apoasi
FESNF-NH> (10 mg/mL) diluata in raport 1:10 folosind (A, A', A") acetat de amoniu 50 mM pH 5.5;
(B, B', B") Tris 50 mM pH 7.4; (C, C', C") Tris 50 mM pH 8,2; (D, D', D") solutie de metanol 4,5%.

Fibrilele par a fi rezultatul mai multor structuri globulare stivuite impreuna, asa cum se
observa 1n imaginea maritd plasatd in coltul profilului de indltime (Figura IL1.5.1 C”). Aceste

rezultate sunt in concordanta cu un studiu recent in care a fost dezvoltat un senzor pentru detectia
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verbascosidei din diverse tipuri de ulei de masline, prin imobilizarea peptidei FESNF-NH»
folosind glutaraldehida ca agent de reticulare, pe electrozi de carbon imprimati pe ecran,
modificati cu oxid de grafen. Tot in acest studiu s-a observat o retea fibrilara peptidica in cadrul
senzorului (Munteanu si colab., 2022). Astfel, solutia Tris poate actiona ca factor declansator
pentru formarea unor structuri 3D mai dezvoltate. In plus, intr-un alt studiu s-a observat in cazul
peptidei FEFEFKFK, prin analiza AFM si TEM, o retea regulata si densa de fibre cu diametre
mici (4-5 nm) (Saiani si colab., 2008).

In concluzie, analiza AFM arati in mod clar capacitatea de autoasamblare a peptidei prin
formarea speciilor agregate in functie de pH. Corelarea dintre indicele de agregare si imaginile

AFM confirma influenta semnificativa a pH-ului asupra procesului de autoasamblare.

I1.6. STUDII IN SILICO

I1.6.1. Simuliri moleculare cu schimb de replici

.....

de fenilalanina aflate la capetele peptidei sa participe la interactiuni intramoleculare de tip m-m.
Cercetarea a fost initiatd pe baza ipotezei cd preferinta pentru aceastd conformatie limiteaza
agregarea extensivd determinatd de interactiunile hidrofobe, din cauza interferentelor sterice
dintre moleculele adiacente. Rezultatele simularilor cu schimb de replici ale peptidei izolate au
aratat ca, indiferent de valoarea pH-ului, peptidele adopta predominant o conformatie extinsa
(,,deschisa™), in care catenele laterale aromatice ale resturilor de fenilalanind sunt pozitionate la
distanta una de cealaltd (Figura I1.6.1 A). Din histogramele distantei dintre atomii de carbon C'—
C” ale resturilor Phel si Phe5, aflate la capetele moleculei, reiese un numir mic al
»conformatiilor inchise”, care implicd interactiuni intramoleculare de tip n-n (Figura 11.6.1 B).
Simularile cu douad peptide au aratat cd interactiunile de tip n-n dintre catenele laterale ale
resturilor terminale de fenilalanina sunt predominante in conformatia ansamblului (Figura I1.6.1
D). Aceste interactiuni sunt posibile deoarece capetele terminale rdman disponibile si sunt
capabile sa interactioneze cu celelalte molecule. Este interesant de remarcat ca prezenta celei de-
a doua moleculd influenteaza preferinta conformationald intramolecularda a fiecarei peptide.
Histograma distantei dintre capetele moleculei ale atomilor de carbon C'~C”" indici un al doilea
varf in jurul valorii de ~6 A (Figura I1.6.1 C), comparativ cu un singur varf dominant centrat la
~12 A in simuldrile cu o singurd peptidi. Aceasta tendinti crescutd citre o conformatie ,,inchisa”
poate fi explicata prin interactiuni simultane de tip n-m, atat intra-, cat si intermoleculare (Figura

I1.6.1 D). Rezultatele sugereaza ca structurile de tip ,,deschis” favorizeaza agregarea, permitand
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capetelor terminale sd ramand libere pentru interactiunile hidrofobe implicate in cresterea

agregatelor.
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Figura I1.6.1. Analiza conformationala pe baza simuldrilor REST2 pentru o singura peptida (A, B) si
pentru doud peptide (C, D). A — conformatia dominantd extrasa din analiza pe clustere la pH acid,
neutru si usor bazic; B — histograma distributiei distantelor dintre atomii de carbon C*-C" de la
capetele lantului (resturile terminale de fenilalanind) in simuldrile cu o singurd peptida; C —
histogrami a distributiei distantelor C*~C" intre capetele lantului in simulirile cu doui peptide; D —
conformatii ale dimerilor peptidici extrase din simularile cu doud peptide.

I1.6.2. Simulari moleculare cu granulatie grosiera

Pentru a investiga mai detaliat tendinta de agregare a peptidei FESNF, au fost realizate
simulari moleculare cu granulatie grosiera (CG, din eng. Coarse-Grained). In acest tip de
simulari, grupdrile chimice formate din mai multi atomi sunt reprezentate printr-un singur centru
de interactiune. Aceastd metoda permite desfasurarea simuldrii pe perioade de timp de cel putin
10 ori mai lungi, ceea ce oferd o imagine mai ampld a proceselor moleculare lente, cum ar fi
agregarea. In Figura IL6.2 A se poate observa rezultatul unei simuliri CG desfasurate pe o
durata de 0,8 ps, care a inclus 400 de peptide FESNF la pH 8,2. La inceputul simularii, peptidele
au fost distribuite aleatoriu in volumul cutiei de simulare. Pe parcursul simularii, moleculele s-au
autoasamblat treptat in agregate din ce in ce mai mari, ajungand in final sa formeze o structura

fibrilara, ilustrata in Figura I1.6.2 B.
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Figura I1.6.2. Simularea cu granulatie grosiera (CG) a autoasamblarii peptidei FESNF-NH> la pH
8,2. A - serie cronologica a cresterii agregatelor peptidice; B - agregat fibrilar format dupa ~0,8 ps.

11.7. INTERACTIUNEA PEPTIDEI CU IONII DE CUPRU (II)
I1.7.1. Studii UV-viz

Spectrele UV-viz ale pentapeptidei FESNF in prezenta unei solutii tampon de PIPES
(acid 1,4-piperazindietansulfonic) 30 mM la pH = 6,5 indica o interactiune distincta cu ionii de
Cu?*. In absenta ionilor metalici, peptida prezinti doud maxime de absorbtie, la 220,5 nm si 258
nm, cu un raport A220,5/A258 de 12,6. Absorbtia la 258 nm este atribuitd predominant prezentei
inelelor aromatice caracteristice, resturilor de fenilalanina (F), din secventa peptidicd, in timp ce
maximul de la 220,5 nm reflectd contributia celor patru legaturi peptidice si a grupdrii amidice
situate la capatrul C-terminal (Figura IL.7.1) (Prasad si colab., 2017).

Pe masura ce concentratia echivalentilor de Cu** creste (Figura I1.7.1, spectrele b-e), se
observa o crestere progresiva a absorbtiei in regiunea UV, Insotitd de o deplasare semnificativa a
maximului de absorbtie. Aceasta modificare indica formarea unui complex intre peptida si ionii
de Cu*. Ionii de Cu** se leagd cel mai probabil de gruparile peptidice si/sau de gruparile
functionale situate in catenele laterale ale aminoacizilor componenti (cum ar fi gruparea
carboxilica a acidului glutamic, gruparile hidroxilice ale serinei, sau azotul amidic), interferand

cu gruparile cromofore (Faller, 2009).
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Figura I1.7.1. Spectrele UV-viz ale peptidei FESNF-NH; in absenta sau in prezenta a diferite
concentratii de solutii de CuSO4. Conditii: 30 mM PIPES, pH= 6,5. Peptida prezinta doua maxime de
absorbtie la 220,5, respectiv 258 nm (a-FESNF- 200 uM). Cuprul (b-0,25 echiv., ¢-0,5 echiv., d-1
echiv. si e-6 echiv.) a fost adaugat treptat la solutia de peptida. Insertie: Spectrele diferentiale de
absorbtie in prezenta a 1 sau 6 echivalenti de cupru.

I1.7.2. Studii spectrofluorimetrice

Spectrele de fluorescentd 3D au fost, de asemenea, analizate la pH 5, 6 sau 7 in solutie
tampon de acetat 40 mM, la 27 °C. Peptida ca atare (156 uM) a prezentat 2 maxime de emisie la
213 si 283 nm (Figura I1.7.3 - A, C, D si E). Aceste benzi sunt caracteristice resturilor de
fenilalanina (Bortolotti si colab., 2016). In prezenta ionilor de cupru (10 echivalenti), intensitatea
emisiel a scazut in stransd dependenta de pH-ul solutiei tampon utilizate (Figura I11.7.3 - F, G s1
H).

In cazul valorii de pH 5 s-a mentinut doar 36,5% din fluorescenta initiali a peptidei
atunci cand s-au ales ca lungimi de unda de excitatie si emisie maximele de la 258 si 283 nm. La
valori de pH 6 si 7, s-a observat doar 10,15% si 2,6% din fluorescenta initiala. in plus, semnalul
centrat la 258/283 (ex/em) a disparut aproape complet la pH 7 (Figura I1.7.3 - H), iar maximul
de emisie de la lungimea de excitatie de 213 nm s-a deplasat spre lungimi de unda mai mici.
Totodata, maximul de emisie s-a deplasat spre lungimi de unda mai mari (la o valoare de 310
nm). In plus la pH 7 s-a observat un semnal cu maxim de emisie deplasat cu aproximatie in zona
spectrala 200/355 (ex/em), dificil de localizat cu exactitate datorita limitarilor instrumentului

care opereaza la lungimi de excitatie mai mari de 200 nm.
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Figura I1.7.3. Spectrele de fluorescentd 3D si hartile de contur ale peptidei libere sau in prezenta
ionilor de Cu®*. Rdndul de sus: spectrele 3D ale peptidei FESNF-NH, (156 pM, A) si in prezenta a
0,5 echivalenti de cupru (B) in acetat de sodiu 50 mM pH 7,0. Randul din mijloc: harta de contur
pentru pentapeptida analizata la trei valori diferite ale pH-ului (pH 5,0; 6,0 si 7,0 - C, D si E). Randul
de jos: harta de contur pentru pentapeptida in prezenta a 10 echivalenti de cupru obtinuta la trei
valori diferite ale pH-ului (pH 5,0; 6,0 si 7,0 - F, G si H).

I1.7.3. Analiza spectrometrica de masa de tip MALDI-ToF

Spectrul de masa MALDI-ToF al peptidei FESNF-NH>, dupa incubarea timp de 20 de
ore a unei unei solutii de peptida 3 mM cu ioni de Cu(Il) 30 uM la un pH fiziologic de 7,4 si o
temperatura de 37 °C, ofera o imagine detaliata a speciilor moleculare formate (Figura 11.7.4).
Tonul molecular monoprotonat [M+H]" prezent la m/z 642,33, si aductul corespunzator de sodiu
[M+Na]", la m/z 664,27, indica prezenta peptidei nereactionate. Semnalele de la m/z 704,25 si
726,25 corespund ionului molecular al complexului peptida-Cu(Il), [M+Cu(ID)]" si, respectiv
aductului de Na, [M+Cu(I)+Na-H]".
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Figura I1.7.4. Spectrul de masa MALDI-ToF al peptidei FESNF-NH> dupd complexarea cu ioni de
Cu(II). S-a utilizat matricea DHB.

II. PEPTIDE MUTANTE CU PROPRIETATI DE AUTOASAMBLARE
II1.1. ALEGEREA SECVENTELOR PEPTIDICE MUTANTE

Au fost sintetizate doud peptide mutante utilizand sinteza in faza solida pornind de la
secventa unei peptide obtinute anterior ale carei proprietdti de autoasamblare au fost investigate
prin studii UV-viz, spectrofluorimetrice, in silico si cu ajutorul microscopiei de fortd atomica
(AFM) la diferite valori de pH in cadrul Capitolului II. Astfel, s-a urmat un protocol de sinteza
identic cu cel aplicat pentru obtinerea formei amidate a secventei FESNF-NH>, unde a fost vizata
inlocuirea serinei localizatd in partea centrald a pentapeptidei cu tirozina, In vederea obtinerii
peptidei cu secventa FEYNF-NH,. O alta peptida mutanta a fost sintetizata inlocuind fenilalanina
de la atomul de C-terminal cu tirozina rezultand secventa FESNY-NHz. Fenilalanina este un
aminoacid nepolar, pe cand tirozina si serina sunt aminoacizi mai polari dat fiind faptul cd au in
structurd o grupare hidroxil. Serina a fost studiata in contextul formarii fibrilelor amiloidice. De
exemplu, rolul acesteia din structura amilinei asupra procesului de agregare sub formad de
amiloid s-a dovedit a fi modest comparativ cu cel al acidulului 2-amino butiric, din structura
peptidei mutante corespunzatoare (Akter si colab., 2020). Acest lucru sustine ipoteza conform
careia hidrofobicitatea unitatilor de aminoacizi guverneaza mecanismul de agregare.

Figura IIlI.1.1 prezintd comparativ structurile plane ale formelor amidice ale peptidelor
nou sintetizate (FEYNF, FESNY), a peptidei FESNF descrisd in Capitolul II si a unei peptide

sintetizata anterior in cadrul grupului de biochimie, cu secventa FEHNF.
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Figura III.1.1. Structurile plane ale peptidelor amidate FESNF, FEHNF, FEYNF si FESNY realizate
cu ajutorului programului ChemDraw Pro 12.0. In cazul peptidelor mutante, s-au evidentiat cu rosu
aminoacizii distinctivi fata de peptida de referintda FESNF.

I11.3. PEPTIDA MUTANTA FEYNF-NH;
I11.3.1. Analiza calitativa prin RP-HPLC

Cromatografia lichida de 1nalta performantd in faza inversatd (RP-HPLC) a fost utilizatd
pentru analiza si separarea amestecului brut de peptide sintetizate. Profilul HPLC al peptidei
FEYNF-NH: este prezentat in Figura IIL.3.1. Pentru detectia specificd a legaturii peptidice,
analiza s-a realizat la lungimea de unda de 215 nm. Separarea initiald a amestecului a urmat un
gradient liniar de elutie, ceea ce a permis o fractionare clara si o identificare precisd a compusilor
in functie de timpii de retentie.

In primele 5 minute de realizare a cromatogramei s-au observat prezenta unor varfuri
corespunzatoare, In principal, ale acidului acetic si posibilelor reziduuri de solventi folositi In
timpul sintezei. Totusi, un varf distinct aparut la 9,09 minute a fost identificat ulterior prin
spectrometrie de masa ca fiind peptida FEYNF-NH,. Intensitatea acestui semnal sugereaza in
mod clar faptul ca puritatea peptidei de interes a depdsit 95%. Un al doilea varf, detectat la 10,05
minute, desi mai slab, corespunde unui produs secundar mai hidrofob, cu un timp de retentie
usor prelungit, un fenomen des Intalnit in sinteza peptidelor in faza solida (SPPS) (Guzman si
colab., 2023). Analiza prin spectrometrie de masa a compusului secundar de la timpul de retentie
de 10,05 min nu a furnizat rezultate concludente, cel mai probabil din cauza concentratiei prea

mici pentru a putea fi detectat.
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Figura IIL.3.1. Cromatograma HPLC a pentapeptidei FEYNF-NH> brute. Spectrul a fost inregistrat
la lungimea de unda de 215 nm. Volumul injectat: 90 pL.

I11.3.3. Analize spectrometrice de masa de tip MALDI-ToF si MS/MS

In urma analizei prin spectrometric de masa a primului varf (din eng. peak), ionul
molecular [M+H]" al pentapeptidei a fost identificat la m/z 718,40 cu matricea DHB (Figura
I11.3.2 a) si usor deplasat la m/z 718,55 cu HCCA (Figura II1.3.2 b). Pe langa ionul molecular
protonat, a fost detectatd si prezenta aductilor de sodiu ([M+Na]") la m/z 740,41, respectiv m/z
740,50, in functie de matricea utilizata. Peptida prezintd tendinta de a genera aducti de sodiu,
posibil datoritd interactiunilor dintre ionii de sodiu si oxigenul carbonilic si/sau azotul amidic.
Aceasta interactiune ar putea fi stabilizatd prin nucleul aromatic al lantului lateral al tirozinei, o
ipotezd sustinutd anterior in cadrul altor studii (Moyer si colab., 2003). Mai mult, au fost
identificati si aductii de potasiu ((M+K]") la m/z 756,51, respectiv m/z 756,58.

Analiza suplimentard prin disociere indusd de coliziune (CID) a ionului molecular
[FEYNF + H]" (m/z 718,55) a generat multiple fragmente moleculare de tip b* si y*, oferind
informatii valoroase despre tiparele de fragmentare ale pentapeptidei FEYNF-NH: (Figura
II1.3.2 ¢). Spectrul de masa in tandem evidentiaza mai multe fragmente distincte, printre care se
remarcd abundenta semnalelor corespunzdtoare fragmentelor ionice in urma elimindrii
amoniacului: y>*-NH3 la m/z 261,87, y3"*-NH3 la m/z 424,99, bs"-NH3 la m/z 537,99 si y4"-NH3
la m/z 553,61. De asemenea, pierderea unei molecule de apad poate fi corelatd cu prezenta
restului de acid glutamic, In timp ce eliberarea de dioxid de carbon ar putea proveni din

decarboxilarea aceluiasi rest de aminoacid.
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In cazul semnalului de la m/z 672,93 ([M+H]" - 46), diferenta de masa de 46 Da ar putea
reflecta eliminarea concomitenti a unei molecule de CO: si a doi atomi de H. Insd mult mai
probabild este eliminarea unei grupari carbonil si a unei molecule de apa, deoarece o molecula de
hidrogen este putin probabil sa fie eliminata din astfel de peptide. Mai mult, analiza detaliata a
spectrelor MS/MS aratd ca distributia uniforma a resturile aromatice de-a lungul catenei
peptidice favorizeaza fragmentarea la toate legaturile amidice. Acest comportament contrasteaza
cu cel observat in cazul peptidei mutante FESNY-NH, unde resturile aromatice, localizate
exclusiv la capetele lantului peptidic, induc o fragmentare predominanta in regiunile terminale
(Jitaru si colab., 2024). Studii anterioare au ardtat ca prezenta resturilor cu densitate electronica
ridicata, cum sunt fenilalanina si tirozina, faciliteazd fragmentarea in spectrometria de masa in

tandem, deoarece favorizeaza localizarea sarcinii si creste probabilitatea de disociere a moleculei

(Zhang, 2004).
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Figura IIL3.2. Spectrul MS al fractiunii eluate la timul de 9,09 min, care confirma m/z
corespunzator FEYNF-NH, cu doud matrici diferite: (a) DHB si (b) HCCA; (c) Atribuirea
semnalelor m/z rezultate din analiza prin spectrometrie de masa in tandem MALDI-ToF MS/MS;
fragmentarea ionului molecular [FEYNF + H]" (m/z 718,55) a fost realizata prin disociere indusa de
coliziune (CID).
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I11.3.4. Analiza prin spectrometrie de masa de tip ESI-MS

Spectrul de masa pentru peptida FEYNF-NH; din Figura III1.3.3 confirma existenta
peptidei care apare sub forma unui ion molecular [M+H] * la m/z 718,31. In spectrul de masa
mai apar semnale la m/z 1436,63 care au fost atribuite ionului dimer [2M+H]" si, posibil unui
ion dublu incircat [M+K+H]*", la m/z 378,65. Legarea ionului de potasiu, in cazul aductului

[M+K+H]?" are loc cel mai probabil la gruparea carboxil din catena laterald a acidului glutamic

(E) (Emmert si colab., 2004).
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Figura II1.3.3. Spectrul de masa ESI-MS al peptidei FEYNF-NHa.

I11.3.5. Caracterizarea propritatilor de autoasamblare
I11.3.5.1. Spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier

Studiul autoasamblarii peptidei si corelatia acesteia cu structura secundard, in special
formarea structurilor de tip B-pliatd (din eng. f-sheet), a fost realizat utilizand spectroscopia in
infrarosu cu transformata Fourier (FTIR, din eng. Fourier Transform Infrared Spectroscopy).
Pentru a evidentia structura secundard a peptidei FEYNF-NH>, analiza s-a concentrat in special
asupra benzilor amidice I.

Structura secundard a peptidei FEYNF-NH: a fost analizata prin deconvolutie cantitativa
a benzilor FTIR, utilizand functiile de ajustare Gaussiene (Figura II1.3.5). Prelucrarea datelor s-
a realizat cu ajutorul programului OriginPro 8.5.0 SR1 (OriginLab Corporation, Northhampton,
MA, SUA). Structurile corespunzitoare au fost identificate pe baza datelor din literatura de
specialitate, asa cum este ilustrat in Figura I11.3.5 (Baginska si colab., 2008; Barreto si colab.,

2020; De Meutter si Goormaghtigh, 2021; Seo si colab., 2016).
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Se poate observa ca cele mai importante benzi de absorbtie se afld la numerele de unda
1633 cm™ si 1672 cm™, fiind corespunzitoare structurilor de tip B-pliate (din eng. f-sheet),
respectiv de tip B-intors (din eng. f-turn). Aceasta constatare este sustinutd de datele prezentate
in Tabelul II1.3.3, unde se aratd cd varfurile asociate structurilor de tip B-pliat si B-intors
contribuie semnificativ la suprafata totala a benzilor amidice I. Desi autoasamblarea peptidei
FEYNF-NH; este dominata de structuri B-pliate, spectrul FTIR evidentiaza si semnale asociate
structurilor de a-elicoidal respectiv caracteristice grupdrilor sau legéturilor situate in catena
laterald. Cu toate acestea, conform analizei FTIR, tiparul structural principal observat in
autoasamblarea peptidei poate fi asociat cu formarea structurilor de tip B-pliat. In consecinti, in
subcapitolele urmatoare au fost prezentate rezultatele analizelor suplimentare efectuate pentru a
intelege mai bine particularitatile autoasamblarii peptidei FEYNF-NH,.

Tabelul I11.3.3. Continutul procentual (%) al structurilor secundare ale peptidei FEYNF-NH>
evidentiat prin analiza spectrului FTIR.

Nr. Structura Nr. de undi (cm™) Intensitate relativi (%)"
1 B-pliata antiparalela 1694 3,12

2 B-intoarsa (din eng. B-turns) 1672 16,12

3 o-elicoidala 1657 28,01

4 B-pliata 1633 34,53

5 Lanturi aggregate de tip B-pliat 1613 10,56

6 Catena laterala 1596 7,65

*Intensitatea relativa indica proportia unei anumite benzi componente in raport cu suprafata totald a
regiunii amidice [.
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Figura IIL.3.5. Spectrul FTIR corespunzdtor regiunii amidice I, cu evidentierea structurilor
secundare ale peptidei FEYNF-NH: in stare solida, obtinut prin deconvolutie de tip Gaussian,
realizata cu ajutorul spectrului derivatei a doua a datelor initiale.

I11.3.5.3. Analiza prin microscopie electronica de transmisie

Subunitatile peptidice pot forma o serie de interactiuni necovalente complexe atat in stare
solidd, cat si in solutie, ceea ce favorizeazd procesul de autoasamblare in structuri bine
organizate. Aceste arhitecturi supramoleculare pot continua sa evolueze prin noi procese de
autoasamblare, determindnd aparitia unei varietdti de nano- si microstructuri, cu potentiale
aplicatii in dezvoltarea materialelor cu proprietati functionale (Konda si colab., 2016).

Prin urmare, pentru a evalua caracteristicile morfologice ale peptidei nou sintetizate
FEYNF-NH,, s-a utilizat microscopia electronica de transmisie (TEM, din eng. Transmission
Electron Microscopy) (Figura II13.7 a,b). In plus, cu ajutorul spectrometriei de raze X cu
dispersie de energie (EDX) integratd in sistemul TEM, s-a confirmat compozitia elementara si
puritatea peptidei sintetizate, prin prezenta elementelor caracteristice C, N si O (Figura I11.3.7
b,c). De mentionat este faptul ca variatiile in intensitate a semnalului de carbon se datoreaza in
principal utilizarii grilelor de carbon pentru analiza TEM.

Imaginile TEM ale pentapeptidei, dispersata in prealabil intr-o solutie tampon fosfat si

dimetilsulfoxid — DMSO) sunt prezentate in Figura II1.3.7 a. Se poate observa formarea unor
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structuri de tip nanobenzi (din eng. nanotape) extinse, cu regiuni suprapuse, rezultate din
autoasamblarea peptidei. Acest fenomen ar putea fi atribuit cresterii densitatii legaturilor
necovalente tranzitorii dintre nanostructurile autoasamblate (Gelain si colab., 2020). Mai mult,
aceastd organizare pland si extinsd este caracteristica structurilor de tip B-pliate (din eng. f-
sheet).

Avand in vedere potentialele aplicatii biomedicale, peptida a fost supusa unei incubari
controlate in conditii fiziologice (la 37 °C timp de 20 de ore). Imaginea TEM corespunzatoare
peptidei supuse deshidratarii, este prezentata in Figura I11.3.7 b. Comparativ cu Figura I11.3.7
a, s-a observat ca in urma procesului de incubare peptida FEYNF are o tendintd de a forma
structuri de tip fibrilar, precum si unele organizéri supramoleculare de tip banda (Engl. tape-

like).

Figura II1.3.7. Imagini TEM ale FEYNF-NH; inainte (a) si dupa 20 de ore de incubare la pH
fiziologic de 7,4 si o temperatura de 37 °C (b); spectre EDX pentru proba de peptidd FEYNF inainte
(c) si dupa incubare (d).
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I11.3.5.4. Analiza prin microscopie cu lumina polarizata

Un factor definitoriu care determind proprietatile fizice si chimice ale peptidelor (si
aminoacizilor) cu proprietdti de autoasamblare este orientarea moleculara (Zhou si colab., 2022).
Analiza optica bazatd pe polarizare s-a dovedit a fi extrem de utila in studiul molecular, in
special atunci cand este vorba despre orientarea moleculelor. Astfel, in Figura II1.3.8 sunt
prezentate imaginile obtinute la doud unghiuri de polarizare diferite (0° si 90°), precum si la
doua scari de magnificare diferite. Se poate observa ca peptida FEYNF formeaza prin
autoasamblare o arhitectura complexa, hiper-ramificatd, caracterizatd prin modele dendritice
extinse. In Figura IIL.3.8 ¢ sunt vizibile mai clar ramificatiile scurte, orientate aproape
perpendicular fatd de axa nanofibrelor. Acest tip de organizare a fost evidentiat si de alti
cercetdtori care au mentionat prezenta unor fibrile ,,incurcate” (din eng. entangled) aparute in
urma procesului de gelifiere, un aspect specific hidrogelurilor supramoleculare (Chakraborty si

colab., 2020).

Figura IIL1.3.8. Imagini microscopice ale probelor deshidratate provenite din solutii incubate de
FEYNF-NH: (3 mM) la pH fiziologic de 7,4 si temperaturd de 37 °C, inregistrate sub doud unghiuri
de polarizare: 0 grade (a, c¢) si 90 grade (b, d) si la scari de magnificare diferite.

Morfologia FEYNF poate fi atribuita in principal prezentei restului de tirozina. Este bine

cunoscut faptul ca, la pH fiziologic 7,4, restul de tirozind ramane predominant in stare neutra,
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determinand interactiuni ce favorizeaza initierea fibrilogenezei (DiCostanzo si colab., 2012). In
comparatie cu peptida studiatd anterior (FESNF-NH2) si analizatd in conditii similare de pH
(Jitaru si colab., 2023), introducerea tirozinei pare a fi principalul factor care determina
diferentele morfologice observate. Aceasta modificare structurala poate fi explicatd in special
prin prezenta nucleului aromatic si a gruparii hidroxil din tirozina. Pe 1anga rolul resturilor de
fenilalanind, recunoscute pentru promovarea interactiunilor de tip m-m si a celor hidrofobe,
tirozina poate influenta semnificativ procesul de autoasamblare al unei peptide. Un aspect notabil
este faptul cd punctul izoelectric calculat teoretic pentru peptida FEYNF (6,94) este foarte
apropiat de cel al peptidei FESNF (6,99). In plus, peptida FEYNF-NH. prezinti trasituri de
formare a fibrilelor asemanatoare cu cele ale peptidei beta-amiloidice (AP), in apropierea
punctului sdu izoelectric (Tian si Viles, 2022).

Figurile II1.3.8 b,d inregistrate la un unghi de polarizare de 90°, confirma faptul ca
speciile autoasamblate provenite de la peptida FEYNF-NH; prezintd birefringentd in lumina
polarizatd. Acest lucru a indicat prezenta structurilor de tip B-pliat in arhitectura autoasamblata,
ceea ce a condus la formarea de structuri cristaline bine organizate. Alte cercetari au aratat ca
temperatura poate afecta modul in care peptidele se autoasambleaza, conducand la formarea unor
fascicule de nanofibre peptidice bine aliniate, care pot crea zone birefringente vizibile cu ochiul
liber, de dimensiunea zecilor de milimetri (Accardo si Handelman, 2022; S. Zhang si colab.,
2010).

I11.3.6. Studii in silico

I11.3.6.2. Studiul formarii structurii -pliate

in conformatia reprezentata in Figura II1.3.11, peptida FEYNF-NH, prezinti capacitatea
de a adopta o structura de tip B-pliata, fenomen ce faciliteaza extinderea benzilor de tip B, pe

masura ce are loc cresterea oligomerilor, indicand astfel tendinta de a forma fibrile.
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Figura II1.3.11. Conformatia optima a dimerului protonat (FEYNF@FEYNF(+2)), calculata la
nivelul cdmpului de forte YASARA, sugereaza mecanismul de autoasamblare si gelificare a peptidei
FEYNF intr-o structurd de tip B-pliat. Semnificatia culorilor atomice: cian — carbon, albastru — azot,
rosu — oxigen, gri — hidrogen.

I11.3.6.3. Potentiale implicatii in formarea poliplecsilor

Vectorii nevirali pe bazd de peptide sunt considerati candidati ideali pentru terapia
genica, 1n principal datoritd capacitatii acestora de a strabate membranele celulare (Yang si Luo,
2023). In acest context, a fost investigatd prin studii in silico capacitatea peptidei FEYNF de a
forma poliplecsi, apeland la simulari de andocare moleculara.

Astfel, dimerul protonat FEYNF@FEYNF, prezentat in Figura II1.3.11, a fost utilizat
intr-un al doilea studiu de andocare moleculara, avand ca receptor o secventd oligonucleotidica
de ADN. In acest scop, a fost folosit dodecamerul Drew—Dickerson d(CGCGAATTCGCG)., ca
model pentru simularea unui helix scurt de ADN (Cojocaru si colab., 2021).

Pozitia optima de andocare dintre complexul dimeric protonat (FEYNF@FEYNF(+2)) si
secventa oligonucleotidei de ADN (DDD (—25)) este prezentata in Figura II1.3.15. Aceasta
configuratie este cea mai favorabila din punct de vedere al valorii scazute a energiei de legare
(Eo = —12,49 kcal/mol). Mai mult, valoarea extrem de redusa a constantei de disociere (Kq =
0,694 nM), la scara nanometricd, caracteristicdA unui complex stabil, confirma formarea
poliplexului de interes. Asa cum se observd in Figura IIL.3.15, formarea poliplexului este
guvernata de interactiuni necovavalente, precum cele hidrofobe, legéturile de hidrogen inter- si

intramoleculare, interactiunile de tip n-x si cele de tip cation-.
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Figura IIL.3.15. Cea mai buna conformatie a poliplexului rezultatd din simularea de andocare
moleculard, care aratd interactiunile necovalente dintre dimerul protonat (FEYNF@FEYNF), ca
ligand, si dodecamerul Drew—Dickerson d(CGCGAATTCGCG)2, ca receptor.

Peptida FEYNF formeaza ansambluri supramoleculare capabile sa compacteze acizii
nucleici, transformadnd ADN-ul de formd B intr-o structurd mai densa, specifica poliplecsilor.
Acest proces este esential in terapia genicd. Compactarea ADN-ului indeplineste un dublu rol:
oferd protectie impotriva degradarii premature si faciliteaza traversarea membranei celulare, in
special prin mecanisme precum endocitoza. Acest lucru duce la o absorbtie celulara mai

eficienta.

I11.4. PEPTIDA MUTANTA FESNY-NH;

I11.4.1. Analiza calitativa prin cromatografie de lichide de inalta performanta

in Figura ITL4.1 a se poate observa aparitia a doud semnale principale, la 7,05 si 8,25
minute rezultate in urma separarii cromatografice a peptidei brute, cu secventa FESNY-NHo,
rezultatd dupa etapele de sinteza, precipitare si redizolvare. Prezenta unui numdr redus de
semnale in amestecul ,,crud” obtinut dupa elutie indica obtinerea relativ pura a compusului dorit.
Aceste semnale au fost analizate prin spectrometrie de masd. Semnalele intense de la inceputul
cromatogramei se datoreaza cel mai probabil prezentei acidului acetic glacial si o suprapunere a

semnalului creat de injectarea probei in sistem.
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Figura II1.4.1. Cromatograma HPLC a uneia dintre fractiuni rezultate la redizolvarea cu acid acetic
5% pentru secventa FESNY. Spectrul a fost inregistrat la 215 nm. Volum injectat: 150 pL.

I11.4.2. Analiza prin specctrometrie de masa de tip MALDI-ToF si MS/MS

Spectrele de masa prezentate in Figura I11.4.2 confirma structura peptidei de interes la
timpul de retentie 7,05 min, atat prin utilizarea matricii DHB, cat si HCCA. Spectrul MS a
indicat un raport masa/sarcind la m/z 658,32, corespunzitoare ionului molecular [M+H]". In
plus, s-au observat aductii de sodiu ((M+Na]") si potasiu ((M+K]") la m/z 680,28, respectiv, m/z
696,28. Comparand spectrul de masa al compusului de interes din Figura 111.4.2 B cu spectrul
de referinta al matricei HCCA din Figura II1.2.5 B, se constatd prezenta unor semnale intense
care sunt atribuite matricei, si nu analitului. Se poate constata faptul ca. Totodata, produsul
secundar de sintezd de la timpul de retentie de 8,25 min nu a putut fi identificat prin

spectrometrie de masa din cauza faptului cd proba de analit colectatda a fost prea diluata.
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Figura I11.4.2. Spectrul MS al fractiunii eluate la 7,05 min care confirmad m/z corespunzator FESNY
cu doua matrici diferite: A) DHB; B) HCCA.
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Figura II1.4.3. Atribuirea semnalelor m/z rezultate in urma analizei prin spectrometrie de masa in
tandem de tip MALDI-ToF MS/MS. Fragmentarea ionului molecular [FESNY + H]" (m/z 658,32) s-
a realizat prin disociere indusa de coliziune (CID) pentru fractiunea colectatd la minutul 7,05.

Spectrul de masa in tandem (MS/MS), obtinut prin disocierea indusa de coliziune (CID) a
ionului molecular de interes [FESNY + H]" (m/z 658,32), se regaseste in Figura II1.4.3. Aceste
fragmente au suferit diverse procese, precum deshidratare, dezaminare sau decarboxilare,
conducand la aparitia in spectru a semnalelor la valori m/z corespunzatoare. Astfel, m/z 416,12
corespunde fragmentului bs" cu pierderea unei molecule de apa (H2O) si a unei molecule de
dioxid de carbon (CO2), m/z 460,02 reprezintd fragmentul bs" cu pierderea unei molecule de apa
(H20), iar m/z 476,18 corespunde fragmentului y4* cu pierderea unei molecule de apa (H20) si a
unei molecule de amoniac (NH3). In plus, la m/z 598,26 ([M+H]" - 60), diferenta de 60 Da ar
putea corespunde eliminarii unei molecule de CO> si a unui atom de oxigen sau a unei grupari
~NH,. in mod similar, la m/z 642,14 ([M+H]" - 16), pierderea neutrd de 16 Da ar putea
corespunde eliminarii gruparii —NHo.

Mai mult, spectrele rezultate din analiza prin spectrometrie de masa in tandem (Figura
I11.4.3) au sugerat faptul ca peptida este mai predispusa sa se fragmenteze la extremitati, unde se
afla resturile aromatice decat in partea centrald a lantului peptidic. Prezenta resturilor de
fenilalanind si tirozind, datoritd densitatii electronice relativ ridicate in special pe nucleele

aromatice, poate facilita fragmentarea prin promovarea localizarii sarcinii si cresterea

.....
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I11.4.3. Analiza spectrometrica de masa de tip ESI-MS

Spectrul de masa prezentat in Figura III.4.4 indicd trei semnale principale: ionul
molecular protonat [M+H]+, la m/z 658,28, un aduct de sodiu [M+Na]", la m/z 680,26, si un ion
dublu protonat [M+K+H]*", la m/z 348,38. Mai mult, se remarci faptul ci peptida FESNY care
contine un rest acid in pozitia 2 a secventei, este susceptibild la formarea de aducti multipli cu
ioni ai metalelor alcaline, atat ca agenti de ionizare, cit si ca inlocuitori ai protonilor acizi. In
acest context, formarea ionului [M+K+H]*" este un exemplu relevant al acestei tendinte, unde

potasiul participa alaturi de un proton la dubla incércare a peptidei (Emmert si colab., 2004).
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Figura I11.4.4. Spectrul de masa ESI-MS al peptidei FESNY-NHo.

I11.4.5. Analiza prin microscopie cu lumina polarizata

Imaginile obtinute prin microscopia in lumina polarizatd arata ca peptida FESNY-NH: se
autoasambleazd in conditii fiziologice in structuri hiper-ramificate, caracterizate prin modele
dendritice extinse (Figura I11.4.7) (Tomalia, 2024). Capatul amidat al peptidei poate contribui la
reducerea sarcinii globale, ceea ce poate implica o scadere a solubilitatii. Pe de alta parte, aceasta
modificare poate spori stabilitatea peptidei, facand-o mai asemanatoare cu proteinele native, care
se afla in organism. Aceste considerente ar putea amplifica semnificatia biologicd a activitatii
peptidei (Arispe si colab., 2008).

Valoarea teoretica a punctului izoelectric al peptidei FESNY-NH: este de 6,94 (Peptide
Bachem Calculator). In conditii fiziologice (pH 7,4), restul de tirozina raméane cel mai probabil
intr-o stare neutra. Aceasta neutralitate a tirozinei i1 permite sd medieze interactiunile necesare

pentru initierea formarii fibrelor (DiCostanzo si colab., 2012). In comparatie cu peptida studiati
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anterior (FESNF-NH>) in aceleasi conditii de pH, prezenta tirozinei la capatul C-terminal din
secventa FESNY-NH» difera foarte putin fatd de peptida nativd. Modificarea structurala se

datoreaza in principal gruparii hidroxil, situata in pozitia 4 pe nucleul aromatic.

Figura II1.4.7. Imagini microscopice ale specimenelor deshidratate provenite din solutii incubate de
FESNY-NH:> la un pH fiziologic de 7,4 si o temperaturd de 37 °C, capturate sub doud unghiuri de
polarizare: a) 0° (A, C) si b) 90° (B, D). Scara: i) 200 um (A, B); ii) 50 um (C, D).

Este important de mentionat ca valorile punctelor izoelectrice teoretice ale celor doud
peptide, FESNF s1 FESNY, sunt foarte apropiate (6,99, respectiv 6,94). Totusi, comportamentul
peptidei FESNY-NH: pare s semene cu cel al peptidei beta-amiloidice (AP) In ceea ce priveste
formarea fibrilelor, mai ales in conditii de pH apropiate de cele ale punctului izoelectric (Tian si

Viles, 2022).

I11.5. PEPTIDA MUTANTA FEHNF-NH;

I11.5.1. Analiza prin spectrometrie de masa de tip ESI-MS

Pentru caracterizarea peptidei FEHNF-NHo., sintetizata anterior in Grupul de Biochimie,
s-a utilizat spectrometria de masa de tip ESI-MS. In spectrul de masa (Figura ITL5.1), se pot
observa semnalele caracteristice ionilor moleculari mono- si divalenti, [M+H]" si [M+2H]*, la
m/z 692,31, respectiv m/z 346,66, valori aflate in concordantd cu valorile teoretice. De
asemenea, prezenta ionului [M+2H-NHs]** la m/z 338,34 sugereaza pierderea unei molecule de

amoniac, un fenomen prezent de multe ori in conditii de ionizare blanda.
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Figura IIL.5.1. Spectrul de masa ESI-MS al peptidei FEHNF-NHa.

I11.5.2. Analiza prin microscopie cu lumina polarizata

In comparatie cu structurile fibrilare observate in cazul peptidelor FESNF, FEYNF si
FESNY, imaginile obtinute pentru peptida mutantd FEHNF cu ajutrul microscopului cu lumina
polarizatd dupa incubarea la 37 °C si pH 7,4 au indicat obtinerea de microstructuri sferice, cu
proiectii radiale.

Prezenta histidinei (H) In secventa FEHNF, comparativ cu serina (S) sau tirozina (Y) la
pozitia a treia din mutantul studiat anterior, a fost importanta pentru intelegerea mecanismului de
autoasamblare. Histidina este un aminoacid cu o catena laterald imidazolicd care poate fi
protonatd sau deprotonatd in functie de pH-ul mediului. La pH 7.4, care este aproape de pKa al
gruparii imidazol a histidinei (aproximativ 6,0), o proportie semnificativa de resturi de histidina
vor fi neutre, dar o parte ar putea fi incd protonate, purtdnd o sarcind pozitiva (Chen si colab.,
2022). Proprietatea amfotera a histidinei poate influenta decisiv interactiunile intermoleculare si,

implicit, procesul de autoasamblare.
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Figura IIL.5.2. Imagini microscopice ale specimenelor deshidratate provenite din solutii incubate de
peptida FEHNF-NH> la un pH fiziologic de 7,4 si o temperatura de 37 °C, capturate sub doud
unghiuri de polarizare: a) 0° (a, b) si b) 90° (a’, b’). Scara: 1) 200 um (a, a’); ii) 50 um (b, b’).
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CONCLUZII GENERALE

Prezenta teza de doctorat, intitualatd , Peptide scurte cu proprietdati de autoasamblare:
sintezd, caracterizare §i potentiale aplicatii”, a urmarit intelegerea mecanismelor de autoasamblare
ale peptidelor de mici dimensiuni care contin resturi aromatice. Astfel, am urmadrit printr-o abordare
cuprinzatoare care coreleazd datele din literatura de specialitate cu observatiile experimentale proprii
si aduce elemente de noutate in intelegerea acestui proces.

Partea teoretica a tezei s-a concentrat pe analiza literaturii de specialitate actuale cu privire la
proprietatile de autoasamblare ale peptidelor scurte. Referitor la contributiile personale, cercetarile
doctorale au respectat directiile de cercetare propuse initial, toate obiectivele formulate fiind atinse 1n
intregime. Pe baza rezultatelor obtinute, pot fi enuntate urmatoarele concluzii:

O1. Sinteza unei secvente peptidice din natura pentru studiul autoasamblarii Plecand de la
structura primara a lizozimei prezentad in albusul de ou de gdind a fost selectatd o secventa peptidica
cu potential de autoasamblare, FESNF, care a fost ulterior obtinutd prin sinteza de peptide in faza
solida (SPPS), folosind strategia Fmoc/tBu. Utilizarea suportului solid de Rinkamida a permis
obtinerea peptidei amidate la C-terminal, in concordantd cu forma nativa a multora dintre peptidele
endogene. Astfel, s-a tinut cont de compatibilitatea cu sistemele biologice naturale si de reducerea
repulsiilor electrostatice care pot impiedica procesul de autoasamblare din studiile urmatoare.

02. Sinteza de analogi cu tirozina pentru a analiza impactul asupra procesului de
autoasamblare

Au fost selectate pentru studiu doud peptide mutante, cu secventele FEYNF-NH; si FESNY-
NH,, derivate din peptida nativi FESNF-NH,. In prima varianti, fenilalanina a fost inlocuiti cu
tirozina, tinand cont de asemanarea structurala dintre cei doi aminoacizi. Ambii sunt aromatici si pot
participa la interactiuni hidrofobe si de tip m—m, avand un rol important in formarea structurilor
autoasamblate. In plus, gruparea hidroxilica specifica tirozinei oferd un potential suplimentar de
formare a legaturilor de hidrogen, care pot influenta stabilitatea acestor structuri. Pe de altd parte,
inlocuirea serinei cu tirozina a vizat addugarea unui nucleu aromatic intr-o zond initial polara si
lipsita de astfel de grupari, pentru a evalua efectul asupra capacitatii de organizare. Cele doua peptide
mutante au fost obtinute prin SPPS, avand capatul C-terminal amidat.

03. Optimizarea purificarii si separarii peptidelor prin RP-HPLC si RP-SPE

Cromatogramele obtinute prin RP-HPLC pentru amestecurile brute de peptide nou sintetizate
au evidentiat, in fiecare dintre cele trei sinteze, prezenta unor compusi secundari. Acestia au avut un
caracter hidrofob mai pronuntat decat peptidele de interes, fiind eluati la timpi de retentie mai mari.
Separarea analitilor a fost realizatd cu o rezolutie buna, permitand colectarea individuala a fiecarui
varf cromatografic si analiza acestora prin spectrometrie de masa. In cazul peptidelor FEYNF si
FESNY a fost aplicat un protocol de extractie pe suport solid in fazd inversatd (RP-SPE) adaptat din
literatura de specialitate. Optimizarea metodei de purificare a constat in ajustarea pH-ului
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fractiunilor eluate cu solutii de acid acetic glacial, obtinute prin elutia peptidelelor, la un pH de lucru
de 4,5, compatibil cu specificatiile tehnice ale fazei stationare. Aceastd modificare a facilitat
excluderea unei etape aditionale de liofilizare.

04. Analiza peptidelor prin spectrometrie de masa pentru confirmarea maselor, structurilor
moleculare si a puritatii

Pentru caracterizarea completa a peptidelelor sintetizate, s-au utilizat tehnici analitice
avansate complementare, precum MALDI-ToF MS, spectrometria de masa in tandem si ESI-MS.
Astfel, analiza peptidei FESNF prin MALDI-ToF si ESI-MS a confirmat masa si nu in ultimul rand
structura acesteia, sustinuta de prezenta fragmentelor caracteristice obtinute in MS/MS. in plus, a fost
caracterizat si produsul secundar N-alchilat, cu excesul de masa de 106 Da care provine din clivarea
inadecvata a peptidei de pe rasina. Celelalte peptide sintetizate FEYNF-NH2 si FESNY-NH: au fost
caracterizate cu succes, evidentiind masa moleculara si tiparele de fragmentare ale acestora. FEYNF-
NH: a prezentat capacitatea de formare a unor aducti si dimeri, in timp ce FESNY-NH: a s-a distins
printr-o tendinta de fragmentare preferentiald la extremitati. Totodatd, peptida FEHNF, sintetizata
anterior in cadrul Grupului de Biochimie si utilizatd in studii preliminare de autoasamblare, a fost
analizata prin ESI-MS, evidentiind semnale m/z caracteristice structurii, precum si o susceptibilitate
ridicatd la fragmentare, confirmata de prezenta ionilor de tip y2** si a+*".

0S. Caracterizarea peptidei FESNF prin spectroscopie UV-Viz, spectrofluorimetrie,
investigarea capacitatii de agregare si a formarii de complecsi cu ionii de Cu(Il)

Peptida FESNF-NH: a fost caracterizatd spectroscopic prin UV-Viz si spectrofluorimetrie,
evidentiindu-se absorbtia specificd fenilalaninei la 258 nm si a legaturilor amidice la 203 nm.
Intensitatea fluorescentei la 282 nm, care variaza proportional cu concentratia probei, sugereaza
mentinerea unei stari coloidale stabile pentru concentratii cuprinse intre 25 si 250 pg/mL.
Capacitatea de agregare a fost analizatd prin indicele de agregare, care a evidentiat o tendintd de
crestere in mediu usor acid, si prin testul cu ThT, care a sugerat formarea unor structuri ordonate, de
mici dimensiuni, greu detectabile spectroscopic. Legarea ionilor de Cu** la peptida FESNF a fost
evidentiata prin studii UV-Viz, spectrofluorimetrice si spectrometric de masa MALDI-ToF.
Totodata, La pH 6,5 s-a observat cresterea absorbtiei, iar la pH 7 stingerea fluorescentei, sugerand
formarea unui complex peptido-metalic. Analiza prin spectrometrie de masa a confirmat prezenta
complexului FESNF-Cu(Il), iar microscopia cu lumina polarizata a indicat faptul cd ionii Cu*
favorizeaza autoasamblarea in structuri mai bine organizate comparativ cu peptida de una singura.

06. Analiza structurilor peptidelor autoasamblate prin microscopie AFM, TEM si/sau POM

Imaginile AFM ale agregatelor peptidei FESNF aratd o dependenta clara de pH in procesul
de autoasamblare, in concordantd cu datele spectroscopice. Astfel, in functie de pH-ul solutiei
tampon TRIS, ansamblurile structurale prezintd morfologii diferite: la pH 7,4 se formeaza clustere

poroase, iar la pH 8,2 apar nanofibrile compacte. Studiile prin tehnici microscopice precum TEM si
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POM au aratat ca peptidele FEYNF-NH: si FESNY-NH: prezintda tendinte puternice de
autoasamblare la pH fiziologic, formand nanostructuri fibrilare insotite de hiper-ramificatii. Tirozina
din secventa peptidei FEYNF favorizeazd formarea unor ansambluri structurale dense, asemanatoare
hidrogelurilor supramoleculare, in timp ce secventa FESNY conduce la aparitia unor structuri
similare, dar mai rarefiate. Pe de alta parte, peptida FEHNF prezintd o morfologie distincta, avand un
aspect de micelii cu proiectii radiale, care evidentiaza influenta aminoacizilor din secventd asupra
mecanismului de autoasamblare.

O7. Cercetarea procesului de autoasamblare a peptidei FEYNF prin spectroscopie in
infrarosu cu transformata Fourier (FTIR) si analiza fluorescentei

Studiile efectuate in conditii fiziologice asupra mecanismului de autoasamblare al peptidei
FEYNF au evidentiat, prin analiza FTIR in regiunea amidica I, faptul cd structura predominanta
formatd este de tip B-pliatd (din eng. S-sheer). In plus, a fost observat un fenomen de stingere a
fluorescentei dupa 10, respectiv 20 de minute, pentru doua concentratii diferite ale peptidei FFYNF-
NH:, la 27 pM si 0,5 mM, in regiunea spectrald pentru violet-albastru (390450 nm). Aceste
rezultate sugereaza proprietdtile de gelifiere ale peptidei FEYNF.

08. Aprofundarea studiului mecanismelor de autoasamblare si cercetarea aplicatiilor
biomedicale prin studii in silico

Studiile in silico au aratat ca la pH 8,2 interactiunile intra- si intermoleculare de tip m—m sunt
esentiale pentru autoasamblarea peptidei FESNF. Aceasta peptida prefera o conformatie ,,deschisa”
care favorizeazd agregarea, iar simuldrile cu granulatie grosiera au confirmat formarea fibrilelor la
pH usor bazic. In plus, in cazul peptidei FEYNF, studiile de andocare moleculari au evidentiat rolul
tirozinei in formarea structurilor hiper-ramificate prin interactiuni n-m cu fenilalanina C-terminala.
Astfel, dimerul protonat (FEYNF@FEYNF(+2) tinde sda adopte structuri B-pliate, favorizand
cresterea oligomerilor si formarea fibrilelor. In plus, simulirile in silico au aritat ci peptida FEYNF
poate forma poliplecsi, relevanti din punct de vedere medical pentru terapia genica.

09. Diseminarea rezultatelor prin publicatii si participari la conferinte stiintifice

Activitatea de cercetare desfdsurata in cadrul acestei teze de doctorat s-a concretizat prin
publicarea a 3 articole stiintifice in jurnale indexate Web of Science, insumand un factor de impact
total de 10,8. De asemenea, datele obtinute au fost diseminate prin prezentarea a 9 lucrari la

conferinte internationale si a altor 7 lucrari in cadrul conferintelor nationale.
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