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INTRODUCERE

Bolile neurodegenerative care afecteaza sistemul nervos reprezinta
o problema critica la nivel mondial. Aceste patologii sunt asociate cu
imbatranirea si implicd trasaturi precum: moartea neuronald selectiva,
agregarea proteinelor, stresul oxidativ, disfunctia mitocondriala,
acumularea de metale tranzitionale si inflamatia (Rivera-Mancia et al.,
2010).

Peptidele neuroprotectoare au fost intens studiate datorita
capacitatii acestora de a preveni si ameliora semnificativ bolile
degenerative. Tulburdrile neurodegenerative precum bolile Alzheimer,
Parkinson si Creutzfeldt-Jacob sunt asociate cu ,,impachetarea” sau
agregarea proteinelor (Arneson et al., 2018). Modificarile conformationale
sunt considerate a fi responsabile de formare a placilor de amiloid in bolile
neurodegenerative care conduc la schimbarea morfologiei intregului creier
(Karamanos et al., 2015).

Studiile toxicologice preclinice au indicat faptul cd octapeptida
NAP (*NAPVSIPQ®), un mic fragment activ al proteinei neuroprotectoare
dependente de activitate (ADNP), asigurd protectia celulelor nervoase la
concentratii foarte scazute oferind o noua perspectiva in producerea de
medicamente anti-BA. Din acest motiv a crescut interesul pentru peptida
NAP si in special a analogilor acesteia in vederea imbunatatirii eficacitatii
n protejarea neuronilor. Patologia asociata cu boala Alzheimer presupune
hiperfosforilarea proteinei tau, agregarea amiloidica, instalarea stresului
oxidativ si degenerarea microtubulilor poate fi investigata prin intermediul
culturilor celulare neuronale si in modelele animale (Gozes et al., 2006).

In plus, peptida NAP imiti activitatea proteinei neuroprotectoare ADNP si



poate traversa bariera hematoencefalica prezentdnd astfel potential
terapeutic in tratarea si prevenirea bolilor neurodegenerative.

Motivatia alegerii temei ,,Analogi ai peptidei neuroprotectoare
NAP: sinteza, caracterizare si interactiune cu ionii metalici” a fost
reprezentatd de studiile realizate anterior cu aceasta peptida (Lupaescu,
2016), dar si de absenta unor studii bine fundamentate referitoare la
interactiunile acesteia cu ionii metalici. Astfel, au fost sintetizati analogi
noi ai acestei peptide pentru a intelege mai bine influenta ionilor metalici,
care interactioneazd cu peptidele amiloidice 1n cursul patologiei
Alzheimer, inclusiv cu peptidele neuroprotectoare de tip NAP. Intre timp,
au fost realizate noi studii privind interactiunea NAP cu aluminiu si cu alte
metale (Yang et al., 2019), cercetarile descrise in aceasta lucrare devenind
astfel de interes pentru comunitatea stiintifica mondiala, lucru dovedit de
impactul acestora la nivel international.

Teza de doctorat ,,Analogi ai peptidei neuroprotectoare NAP:
sinteza, caracterizare si interactiune cu ionii metalici” are 226 pagini care
cuprind un numar de 139 figuri, 33 tabele si 235 indici bibliografici.
Rezultatele prezentate In partea de contributii personale constituie
subiectul a cinci articole stiintifice publicate in calitate de autor principal
n jurnale cotate Web of Science a caror factor de impact cumulat este de
4,523 (Lupaescu et al., 2019; Lupaescu et al., 2019a; Lupaescu et al.,
2019b; Lupaescu et al., 2019c; Jureschi, Lupaescu et al., 2019) si patru
articole publicate si cotate ISI (Drochioiu et al., 2018; Jureschi et al.,
2019a; Ciobanu et al., 2019; lon et al., 2019). Rezultatele obtinute pe
parcursul stagiului doctoral au fost diseminate la numeroase conferinte
organizate pe plan national (5) si international (8). Dezvoltarea
profesionald s-a realizat si prin participari la sase scoli de vard

internationale, la patru din acestea contribuind si in calitate de co-



organizator, precum si trei seminarii stiintifice. De asemenea, dezvoltarea
profesionald a fost facilitatd si de implicarea in proiectul de cercetare
”Modificari conformationale ale peptidelor in prezenta ionilor metalici si a
compusilor antiamiloidici, dependente de timp si de pH, implicate in bolile
neurodegenerative, acronim MeticonpH”, Contract 56/2017.

Pentru realizarea prezentei teze de doctorat intitulata ,,Analogi ai
peptidei neuroprotectoare NAP: sintezd, caracterizare si interactiune cu

ionii metalici” s-au urmarit urmétoarele obiective:

e Sinteza unor peptide derivate de la octapeptida nativd NAP,
utilizand metoda de sinteza a peptidelor in faza solida, SPPS.

e Caracterizarea peptidelor obtinute si purificate cu metode
instrumentale specifice, cum ar fi spectrometria de masa,
spectroscopia in infrarosu, spectroscopia RMN si spectroscopia
UV-viz.

e Studiul formarii complecsilor peptido-metalici cu diversi ioni
metalici, cum ar fi cupru, fier, aluminiu, zinc si argint.

e Investigarea modificarilor conformationale ale peptidelor nou
sintetizate sub actiunea ionilor metalici.

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

si nationale.

Din punct de vedere structural, teza cuprinde doud parti, o parte
teoreticd si una in care sunt prezentare rezultatele cercetdrii doctorale si
observatiile proprii. Astfel, prima parte a fost destinatd studiului de
literaturd si a fost structuratd in cinci subcapitole ce oferda informatii
importante referitoare la stadiul actul al cunoasterii In tematica aleasa. Au

fost incluse aici informatii legate de structura compusilor cu legaturi



peptidice, importanta peptidelor neuroprotectoare, metodele de sinteza ale
peptidelor si principalele metode fizico-chimice utilizate in caracterizarea
structurala si conformationald a compusilor peptidici. Finalul acestui
capitol evidentiaza principalele obiective propuse in realizarea tezei de
doctorat.

Cea de-a doua parte este una originala si inglobeza contributiile
personale aduse in domeniul sintezei si caracterizdrii peptidelor si
interactiunii lor cu metalele. Rezultatele originale obtinute au fost
raportate in sapte capitole dintre care primul ofera informatii legate de
materialele si instrumentele folosite in cercetarile experimentale, precum
si metodele aplicate in obtinerea si investigarea compusilor de interes
pentru aceasta cercetare. Al doilea capitol descrie pasii urmati in sinteza
peptidelor de tip NAP de la proiectare pana la purificare si simularea
aranjamentului  spatial, etape premergatoare caracterizarii acestor
macromolecule. Cel de-al treilea capitol este dedicat caracterizarii
peptidelor sintetizate prin spectrometrie de masa, spectroscopie in
infrarosu, spectroscopie UV-viz si spectrometrie de rezonantd magnetica
nuclearda (RMN). Investigarea interactiunii peptidelor cu diversi ioni
metalici de argint(I), cupru(l), cupru(ll), fier(Il) si fier(Ill), prin
spectrometrie de masa de tip MALDI ToF si compararea acestora cu cele
teoretice a fost descrisa in capitolul al patrulea. Capitolul al cincilea
cuprinde caracterizarea prin spectrometrie de masa cu electropulverizare
(ESI) si de tip MALDI ToF a complecsilor peptido-metalici cu ioni de
aluminiu(l1), zinc(ll), cupru(l) sau cupru(Il) si fier(Il) sau fier(Ill) si
compararea rezultatelor obtinute. Capitolul al saselea prezintd rezultatele
obtinute in cadrul cercetdrilor privind modificdrile conformationale

suferite de peptide in prezenta ionilor metalici si care au fost obtinute prin



spectroscopie in infrarosu. Un ultim capitol cuprinde activitatea stiintifica
efectuata pe parcursul anilor de doctorat si lista lucrarilor publicate.
Lucrarea de doctorat se incheie cu concluziile generale desprinse n
urma rezultatelor obtinute si bibliografia consultata. Teza prezinta anexe
cu articolele stiintifice publicate, precum si unele date spectrale si tabele
aferente care, desi importante prin continutul lor stiintific au fost anexate

pentru simplificarea prezentarii in cadrul tezei a cercetarilor efectuate.



PARTEA II. CONTRIBUTII PERSONALE
II.1 MATERIALE SI METODE

11.1.2 Metode de cercetare
Sinteza peptidelor

Peptidele au fost sintetizate manual, pe suport polimeric solid, prin
metoda in faza solida, strategia Fmoc/t-Bu. Pe scurt, sinteza peptidelor s-a
realizat pe rasind in mediu de dimetilformamida (DMF), pornind de la
capatul C-terminal la cel N-terminal printr-o serie de reactii de
cuplare/deprotejare, intr-o seringa de plastic prevazuta cu frita. Rasina de
tip Fmoc-GIn(Trt)-Wang utilizata la sinteza peptidelor prezintd primul
aminoacid atagat pe suportul solid si genereaza peptide cu C-terminal
carboxilic (-COOH). Instalatia pentru sinteza (Figura II.1.2) necesita
racordarea la 0 pompa de vid in vederea indepartarii solutiilor de spalare.

Intr-o prima etapa are loc umflarea rasinei in DMF timp de 30
minute. Deprotectia grupelor protectoare (Fmoc sau tert-butil) aflate pe
rasind sau pe aminoacid se obtine cu o solutie de 20% piperidind in
dimetilformamida. Atasarea covalentd a aminoacidului amino-protejat la
suportul polimeric solid se realizeaza doar dupd activarea acestuia in
prezenta activatorului HBTU in mediu bazic de N-metilmorfolinad. Excesul
de reactivi si aminoacizi a fost indepartat prin spalare cu DMF. Pentru a
asigura un randament maxim, reactia de cuplare s-a repetat de doud ori
pentru fiecare aminoacid inserat in structurd. De asemenea, cantitatile
stoichiometrice ale reactivilor de cuplare si aminoacizilor folositi in reactie
au fost mult mai mari de 1:5 si respectiv 1:2. Etapele de deprotectie si
cuplare se repetd pentru fiecare aminoacid in parte, pana la realizarea
secventel dorite. Cuplarea aminoacizilor se poate verifica folosind o
solutie de albastru de bromfenol (0,05% in DMF) in prezenta caruia se

obtine o coloratie albastra daca cuplarea nu are loc. Aceastd metoda se



bazeaza pe reactia acido-bazica dintre indicator si gruparea amino bazicd a
aminoacidului cu formarea unui compus de culoare albastra (Figura
11.1.3).

Seringa cu rasina

Robinet

Balon de colectare
conectat la vid

Figura I11.1.2 Instalatia utilizata la sinteza manuala a peptidelor.

Complecsi peptido-metalici

Tn experimentele realizate, peptidele sintetizate au fost supuse unei
reactii de complexare in solutie cu ioni metalici de Ag*, Cu*, Cu?*, Fe**,
Fe¥*, AI**sau Zn®". Au fost realizate solutii de peptide cu concentratia de 8
mM si solutii 80 mM de saruri de metale utilizdnd apa bidistilata de inalta
puritate. De regula, complecsii metalici ai peptidelor de tip NAP au fost
obtinuti in urma amestecarii solutiilor de peptida cu ioni metalici la pH 7
sau 6,6 si la un raport molar de 1: 10, de exemplu 4 mM peptida: 40 mM
ion metalic. Solutiile rezultate au fost in continuare incubate peste noapte
la temperatura camerei, pe un agitator cu o viteza de agitare de 350 rpm.

Experimentele ESI-MS au necesitat solutii mult mai diluate. Astfel,
pentru studiul interactiunilor metalelor cu peptidele, probele au fost
dizolvate in solutie apoasa (Milli-Q H20) cu un continut de 25 mM acetat

de amoniu (pH 7,4). Concentratia peptidei a fost mentinuta constanta la o



valoare de 12,5 uM 1in timp ce ionul metalic a avut o concentratie de 1,25
mM.

11.2 SINTEZA PEPTIDELOR NEUROPROTECTOARE

I1.2.1 Designul si sinteza peptidelor

Sintezele realizate au vizat Tinlocuirea celui de-al cincilea
aminoacid din secventa octapeptidei in vederea obtinerii de peptide
mutante care ar putea avea noi proprietdti terapeutice utile in bolile
neurodegenerative. In acest fel, glicina conferd peptidei o structurd mult
mai flexibila (Murariu et al., 2017) in timp ce histidina, tirozina si cisteina,
aminoacizi cunoscuti pentru afinitatea fata de ioni metalici, S-au dovedit a
fi aminoacizi ce imprima proprietati chelatante superioare (Murariu et al.,
2009). Serina se deosebeste de alanind numai prin gruparea hidroxil;
alanina in secventa noii peptide va pastra toate proprietdtile structurale ale
serinei cu exceptia celor deteminate de gruparea —OH. Tn principiu,
sintezele au vizat secventa “SIP’ (Ser-lle-Pro) a peptidei native NAP
consideratd de unii cercetitori drept centrul siu activ (Oz et al., 2014). Tn
figura 11.2.1 este redata structura primara a peptidelor de tip NAP.

Dupa cum se observa din tabel, prin inlocuirea serinei cu glicina
(°S — G) s-a obtinut o noua peptida cu structura HoN-(Asn-Ala-Pro-Val-
Gly-lle-Pro-GIn)-COOH (abreviat NAPG). Tn cazul peptidei NAPA,
sinteza a fost efectuata utilizand alanina in loc de serind (°S — A) si astfel
s-a obtinut peptida H;N-(Asn-Ala-Pro-Val-Ala-lle-Pro-GIn)-COOH.
Similar cu cazurile anterioare, alte doua peptide au fost obtinute $i anume
cele care contin histidina (S — H) si tirozina S - Y) ca substituenti
pentru aminoacidul serinic (NAPH: H;N-(Asn-Ala-Pro-Val-His-lle-Pro-
GIn)-COOH si NAPY: HyN-(Asn-Ala-Pro-Val-Tyr-lle-Pro-GIn)-COOH).
Peptida NAPC (H2N-(Asn-Ala-Pro-Val-Cys-lle-Pro-GIn)-COOH) obtinuta



prin Tnlocuirea aminoacidului serina cu cisteina (°S — C) a fost sintetizata

anterior Tn colectivul de biochimie.

Tabelul 11.2.1 Denumirea, secventa si formula moleculara a peptidelor de

tip NAP sintetizate si studiate in cadrul tezei de doctorat.

Masa calculata (Da)

Denumire Secventi peptidici Formula
monoizotopicdi medie
NAP H,N -NAPVSIPQ-COOH CasHesoN10012 8244 824,9
NAPG H,N -NAPVGIPQ-COOH CasHsgN1001; 794,4 794,9
NAPA H,N -NAPVAIPQ-COOH CasHeoN19011 808,4 808,9
NAPH H,N -NAPVHIPQ-COOH  CaoHeoN1,011 874,5 874,9
NAPY H,N -NAPVYIPQ-COOH C4HesN o012 900,5 901,0
NAPC H,N -NAPVAIPQ-COOH  CgHgoN1001:S; 840,4 840,9
Aas-NAP Aas-NAPVSIPQ-COOH CusHesN10015 986,5 987,1
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Figura 11.2.1 Structura generala a peptidelor de tip NAP sintetizate.
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Totodata, plecand de la structura octapeptidei NAP s-a realizat un
conjugat peptidic care constd in atasarea la capatul N-terminal al peptidei
NAP naturale a unui rest de acid acetil salicilic (Aas = acid acetil salicilic).
Acidul acetilsalicilic este, fara indoiald, cel mai vechi si mai cunoscut
produs farmaceutic (aspirina), cu proprietati antiinflamatore deosebite,
anti-trombocitice, anti-piretice, antioxidante si analgezice. Proteinele
asociate cu inflamatia, cum ar fi citokine pro-inflamatorii, receptori de
faza acuta, sau factorii proteici complementari au fost co-localizate cu
placile amiloidice (Akiyama, 2000). Medicamentele antiinflamatorii
nesteroidiene, precum aspirina, au fost folosite cu succes in reducerea
riscului de aparitic a bolii Alzheimer (Etminan et al., 2003). Cu toate
acestea, nu este recomandatd utilizarea lor pe termen indelungat datorita
efectelor secundare nedorite de anti agregant plachetar (inhiba functiile

plachetare care participa la hemostaza) (Pomponi si Pomponi, 2014).

90
Qwo NH™ @ o0 NH @
© P @ @ © hns® 0L

£ T v
7]/”’“&0

Lo+

\HO.C  P-COCH
HN HN\\ J \_O»CSO 3 HN HNj\

(e] (6]

Acid acetilsalicilic AasNAP
NAP

Figura 11.2.2 Reactia de cuplare a acidului acetilsalicilic cu peptida NAP.

11.2.3 Purificarea peptidelor
Purificarea peptidelor prin cromatografie RP-HPLC a fost realizata
conform metodei descrise in sectiunea experimentald. Utilizdnd metoda nr.

1 (Tabelul 11.1.1) s-au separat peptidele de tip NAP intr-un timp relativ
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scurt, de 30 min. Cu exceptia peptidei Aas-NAP, separarea celorlalti
compusi a fost realizatd cu o rezolutie satisfacatoare. Astfel, s-au obtinut
profiluri cromatografice in care semnalul (peak-ul) majoritar a apartinut

peptidei de interes.

3,000 9.78 NAP
2,000
1,000
oL b
2,500 9.72 NAPG
2,000
1,000
0 —~— M.
3,000 9.81 NAPA
- 2,000
S5
£ 1,000
g
- 0 e
a B
= 3,000 9.75 NAPH
£
g 2,000
i)
=
1,000
0 adla_a
3.000 10.19 NAPY
2,000
1.000
0
11.10
2,00 10.94 AasNAP
1,004
991 11.99
0 e -l- A
0.00 10.00 20.00 30.00

Timp (min)
Figura 11.2.4 Cromatogramele peptidelor sintetizate obtinute utilizand

metoda nr. 1.
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11.3 CARACTERIZAREA PEPTIDELOR SINTETIZATE

11.3.1 Caracterizarea peptidelor prin spectrometrie de masa

Un prim pas dupa realizarea unei sintezei il reprezintd confirmarea
masei moleculare a peptidei rezultate. Spectrometria de masa reprezintd 0
metoda eficientd de caracterizare a biomoleculelor. Aceastd metoda
permite determinarea masei moleculare, a puritatii, precum si a structurii
compusilor investigati. Tehnica spectrometrica de masa MALDI ToF este
o metoda eficientd de analiza a proteinelor si peptidelor prin determinarea
exactd a masei moleculare, caracteristica moleculelor ionizate (Marvin et
al., 2003). Confirmarea sintezei secventelor peptidice dorite a fost obtinuta
in urma compararii valorilor m/z teoretice, calculate cu ajutorul
programului on-line CHEMCALC, cu semnalele Tnregistrate in spectrul de

masa.

Peptida NAP

In Figura 11.3.2 se poate observa spectrul de masa al peptidei NAP
sintetizate, o peptidd de referintd a carei proprietati au fost comparate cu
cele ale peptidelor mutante. Aceasta octapeptida a prezentat un semnal
intens la m/z 847,7 corespunzitor ionului [M+Na]" si unul mai scizut la
m/z 863,7 atribuit aductului cu potasiu ([M+K]"). Semnalul de la m/z
809,8 corespunzitor ionului [M-16+H]" a fost atribuit ionului rezultat in
urma fotodescompunerii peptidei sub actiunea radiatiei laserului (Sarver et
al., 2001). Alte semnale corespunzitoare peptidei au fost identificate la
m/z 869,718 corespunzitoare ionului [M+2Na-H]" si m/z 885,7 specific
ionului [M+Na+K-H]".

12



Tabelul 11.3.1 Structura primard si masa moleculara monoizotopica a
peptidei NAP. Valorile au fost calculate sau determinate experimental cu

ajutorul spectrometrului de masa MALDI ToF.

Teoretic Experimental

Secventi peptidici lon molecular
(m/z) (m/z)
[M-16+H]" 809,4 809,8
NAP [M+H]* 825,4* ]
(H2N -NAPVSIPQ- [M+Na]” 847.4 8477
COOH) [M+K]* 863,4 863,7
C36HeoN10012 [M+2Na-H]+ 869,4 869,7
[M+Na+K-H]* 885,4 885,7
* - valoare neobservati in spectrul de masa
Exl 4 [M-+Na]* NAP
45 847.7
47
3-
2] [M-16+H] [M+2Na-HJ*
] 809.8 869.7
) ] [M+K]*
1 863.7 [M+Na+K-H]*
] 885.7
0 il 1 A Null.‘ — |_|| = _II . N

L B e e e N T
800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 9892

Figura 11.3.2 Spectrul de masa al peptidei NAP.
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Figura 11.3.3 Mecanismul de ciclizare propus pentru formarea
ionului [M-16+H]".

Toate spectrele MALDI ale peptidelor sintetizate au prezentat, pe
langa semnalele corespunzatore ionilor moleculari ai peptidelor investigate
si un semnal la o diferentd de 16 unititi m/z atribuit ionului [M-16+H]".
Un mecanism propus pentru a descrie formarea ionului [M-16+H]" este
prezentat in Figura 11.3.3. Posibilul atac nucleofil care conduce la
deaminarea peptidei si formarea acidului piroglutamic este favorizata de
restul de glutamind situat la extremitatea C-terminald a peptidei (Chen et
al., 2010). Un procedeu similar cunoscut ca regula "N-terminal Q — Q [-
17.027]" a fost observat la peptidele ce contin un rest de glutamina la
capatul N-terminal (Chen et al., 2010). Mecanismul de deaminare este
favorizat fotochimic de catre sursa laser de lumina. Acest proces are loc in
timpul ionizarii peptidelor astfel cd poate fi considerat ca un mecanism de

descompunere post-sursa.
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11.3.2 Caracterizarea peptidelor prin spectroscopie de

infrarosu

Diverse studii legate de modificarile conformationale ale
compusilor peptidici utilizeaza regiunile spectrale amida |, amida II si
amida III corespunzatoare vibratiilor legaturilor C=0O, C-N si N-H. Aceste
regiuni reprezintd zone ale spectrului IR care pot furniza informatii legate
de caracteristica structurala a lantului peptidic (Adochitei si Drochioiu,
2011; Murariu et al.,, 2017). Cu toate acestea, regiunea spectrala care
reflectd cel mai bine componentele structurale secundare proteice se
regaseste in domeniul 1700-1600 cm™ caracteristic bandei amidice I si se
datoreaza aproape in intregime vibratiilor de intindere C=0 ale legaturilor
peptidice (aproximativ  80%). Astfel, frecventele la care apar
componentele benzii amidice | pot a fi asociate unui element secundar
structural al proteinelor. In schimb, banda amida II ce rezultd in principal
de la vibratia de indoire in plan a legaturii NH (40-60% din energia
potentiald) si de la vibratiile de intindere CN (18-40%), prezinta o
sensibilitate mai scazutad fata de modificarile conformationale ale proteinei
care pot fi intuite din numerele de unda caracteristice benzii amidice de tip
| (Bunaciu et al., 2014).

Spectrele IR ale peptidelor NAP prezintd in domeniul 1800-1000
cm™ patru semnale majoritare. Similitudinile dintre spectre sunt generate
de lanturile peptidice care difera doar printr-un singur aminoacid. Cu toate
acestea, diferente privind intensitatea si valorile varfurilor benzii pot fi
usor observate in spectrele acestor peptide. Astfel, spectrul IR al peptidei
NAP (Figura I1.3.19) contine trei semnale in domeniul mentionat la 1198
cm?, 1172 cm™ si 1138 cm™, in timp ce Tn spectrul peptidei NAPG
(Figura 11.3.20) peak-urile sunt mult mai suprapuse distingandu-se doar

doud semnale la 1161 cm™ i, respectiv, 1142 cm™. Valori similare pot fi
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observate in spectrul peptidei NAPA (Figura I1.3.21), unde, pe langa
maximul de la 1165 cm™, poate fi observat si un umar spectral la numarul
de undi de 1198 cm™. Tn cazul peptidei modificatd cu histidind (NAPH,
Figura 11.3.22) se pot observa doud maxime la 1162 cm™ si 1136 cm™, n
timp ce 1n spectrul IR al peptidei modificate cu tirozina (NAPY, Figura
11.3.23) a fost observat un maxim la 1167 cm™ si, respectiv, un umar la
1197 cm™. In cazul peptidei modificate cu cisteind (NAPC, Figura 11.3.24)
au fost identificate doud maxime la 1204 cm™ si respectiv 1140 cm™ si un

umir la 1184 cm™.

100+

Transmitantd (%)

1653
1625 1172

40 1 | 1 | ] | ] | ] | 1 | ] | 1 |

1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000

Numir de unda (cm?)

Figura 11.3.19 Spectrul FTIR-ATR al peptidei NAP.

In vederea obtinerii unor informatii mai precise, s-au calculat
derivatele de ordinul doi corespunzatoare domeniului amida I. Astfel, dupa
cum se observa in Figura 11.3.25, aceasta metoda a permis separarea
varfurilor suprapuse si, prin urmare, a oferit o informatie mai practica si
mai specificd referitoare la structura secundard a peptidelor decat simpla
analiza a spectrului de absorbtie in infrarosu. In acest fel, varfurile clar
delimitate au putut fi mai usor asociate cu conformatiile de tip a-

elicoidala, B-pliata sau B-intoarsa ale structurilor secundare.
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Figura 11.3.25 Derivatele de ordin doi ale spectrelor FT-IR ale peptidelor
de tip NAP in domeniul 1700-1600 cm™.
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11.3.3 Caracterizarea peptidelor prin spectroscopie de

rezonanta magnetica nucleara

Caracterizarea peptidelor sintetizate a fost realizatd si prin
spectroscopie de rezonantd magneticd nucleara RMN unidimensionala
(*H-RMN, *C-RMN, Dept-135) si bidimensionala (‘H-'H COSY, 'H-**C
HMQC).

Dupa cum reiese din Figura 11.3.28, cele mai dezecranate semnale
au apartinut protonilor atasati de un carbon alfa denumit Ha. Astfel,
semnalele regasite la 4,64 ppm (1H), 4,47 ppm (1H), 4,46 ppm (1H), 4,43
ppm (1H), 4, 39 ppm (1H), 4,33 ppm (1H), 4,32 ppm (1H) si 4,10 ppm
(1H) au corespuns celor opt protoni Ho din structura octapeptidei.
Semnalele caracteristice protonilor HB din structura serinei (2H) si
protonilor HS pirolidinici (4H) specifici prolinei au fost observate in
domeniul 3,6 - 3,9 ppm. Datorita aranjarii spatiale a atomilor in molecula,
protonii HP din catena laterala a Asn au generat doua semnale identificate
la 2,97 ppm (1H) si 2,83 ppm (1H). Protonii atasati carbonului beta din
structura nucleului pirolidinic al prolinei au fost identificati in spectrul 'H-
RMN al peptidei NAP in domeniul 2,4 - 1,8 ppm (4H). Tn acesta regiune s-
au aflat semnalele corespunzatoare protonilor HB din structura
aminoacizilor Val (1H) si Ile (1H) alaturi de protonii Hy pirolidinici (4H).
In cazul glutaminei, protonii HP au fost observati la o deplasare de 2,27
ppm (2H) in timp ce protonii Hy au generat semnale mai ecranate
identificate la 1,85 ppm (2H). Semnalul intens observat ca dublet la 1,36
ppm a fost atribuit protonilor metilici (3H) din structura alaninei, iar
semnalele regasite la 1,47 ppm si, respectiv, 1,15 ppm au corespuns celor
doi protoni Hy din structura izoleucinei. Cei mai ecranati protoni au fost
cei ai gruparilor metilice din structura valinei (Hy) si izoleucinei (Hy, H9)
care au generat semnale in domeniul 1,5 — 0,8 ppm. Semnalul intens
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observat la 2,06 ppm s-a datorat urmelor de acid acetic din proba, reactiv

folosit in etapa de eluatie a peptidei.

Hy-Val,Ile

Hp - Ala
Hy-lle | g3_pe

H3-Pro Hp —Gln |Hp—Val, Ile

Ha Hp - Ser Hf-Pro |Hy-Pro,Gln ‘

AN
l'ul,if i'«L!_,&w&M___ _M--_J@Wf *‘\._ﬁu'l‘\_ : '-j!uf‘ﬁ\----

4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura 11.3.28 Detaliu al spectrul *H-RMN al peptide NAP (NAPVSIPQ)
Tnregistrat in domeniul alifatic (0,2 — 4,7 ppm) in D,O cu atribuirea

semnalelor.

Spectrele *H-RMN ale peptidelor de tip NAP modificate cu alanini
(NAPA), glicina (NAPGQG), histidind (NAPH) si (tirozind) NAPY alaturi de
spectrul RMN al peptidei native NAP sunt prezentate in Figurile 11.3.29 si
11.3.30. Astfel, in spectrul peptidei NAPA, unde serina a fost inlocuita cu
alanina s-a identificat un nou semnal la 1,32 ppm (3H, dublet), langa cel
de la 1,36 ppm specific atomilor de hidrogen metilenici ai alaninei din
pozitia 2 (N?APVPAIPQ). Tn cazul peptidei modificate cu glicind, NAPG,
cei doi atomi de hidrogen legati de atomul de carbon Ca au generat doud
semnale de tip dublet la deplasrile de 3,95 ppm si, respectiv, 3,86 ppm. In

spectrul peptidei NAPH, protonii atasati carbonului beta din structura
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histidinei au fost identificati in spectrul *H-RMN la 3,13 ppm (2H), iar
atomii de hidrogen din nucleul imidazolic, au fost identificati in spectru
(Figura 11.3.29) in regiunea aromatica 8,61 ppm (1H) si 7,25 ppm (1H).
Asemanator, au fost observate semnalele protonilor din nucleul fenolic al
tirozinei la 7,07 ppm (2H) si respectiv, 6,78 ppm (2H) in spectrul RMN al
peptidei NAPY, la deplasari chimice caracteristice mai mari. La 4,59 ppm
(1H) s-a identificat semnalul dat de catre protonul alfa din structura
tirozinei, in timp ce semnalele protonilor HP s-au observat in regiunea
3,03-2,77 ppm (2H), care s-au suprapus peste cele ale protonilor beta din

structura asparaginei.

Tabelul 11.3.11 Principalele diferente regasite la nivelul spectrelor H-
RMN ale peptidelor de tip NAP si atribuirea acestora.

. Reziduu H Alte semnale
Peptida—~ (an) Ha@pm) (oot (ppm)

NAP Ser 447 (1H) 3,77 (1H) -
NAPA Ala 4,65 (1H) 1,32 (3H) -
NAPG Gly 3,95; 3,86 (2H) - -

) 4H: 8,61 (1H);

NAPH His 4,73* (1H) 3,13 (2H)
2H: 7,25 (1H)

2,97; 3,5H: 7,07 (2H);

NAPY Tyr 4,59 (1H)
2,88 (2H)  2,6H: 6,78 (2H)

*- valoare suprapusa peste semnalul generat de solvent D,O, neobservata in spectrul RMN
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I1.4 INVESTIGAREA INTERACTIUNII PEPTIDELOR CU
DIVERSI IONI METALICI PRIN SPECTROMETRIE DE MASA
MALDI TOF

Interactiunea peptidelor fatd de acesti ioni metalici a fost
investigata la pH fiziologic normal (pH 7,4). In organismul uman si in
organismele mamiferelor pH-ul variaza de la un tesut la altul, de la o
celula la alta, iar pH-ul intracelular este diferit de pH-ul extracelular. De
aceea, legarea metalelor poate varia mult in raport cu pH-ul unui anumit
mediu biologic. Tn aceste experimente am ales numai pH-ul sangelui,
deoarece in majoritatea cercetarilor publicate conditiile de mediu au fost
similare. Complecsii obtinuti au fost mai apoi analizati prin spectrometrie
de masd MALDI-ToF in vederea stabilirii modului de legare si
spectroscopie FT-IR pentru evidentierea modificarilor conformationale

aparute in urma complexarii.

11.4.1 Selectarea matricei specifice complecsilor

O serie de matrici dezvoltate recent si utilizate pentru investigarea
probelor prin spectrometrie de masda MALDI ToF sunt prezentate in
tabelul de mai jos (Tabelul 11.4.1). Studii anterioare au demonstrat
eficienta utilizarii 6-aza-2-tiotiminei in detectarea complexelor proteice
ne-covalente (Glocker et al., 1996). Ulterior, au fost investigate solutii de
matrice pe bazda de ATT in analiza complecsilor peptido-metalici

(Lehmann et al., 1999).

OH (o]
CH,
N)W/ X OH
)\ N CN
HS N/ HO

Figura 11.4.1 Structurile chimice ale matricilor: (stanga) 6-aza-2-
tiotimina (ATT) si (dreapta) acidului a-ciano-4-hidroxicinamic (HCCA).
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Tabelul 11.4.1 Denumirea si continutul solutiilor de matrice utilizate in

analiza complecsilor peptido-metalici.

Denumire Continut

Matrice 1 Solutie saturatda de HCCA in ACN: 0,1% TFA (2:1)
Matrice 2 Solutie saturata de ATT in ACN: 0,1% TFA (2:1)
Matrice 3 Solutie saturatd de ATT in EtOH:H,0 (1:1)
Matrice 4 10 mg/mL ATT in ACN:0,1% TFA (2:1)

Matrice 5 10 mg/mL ATT in EtOH:H,0 (90:10)

In urma analizei spectrelor de masid inregistrate in prezenta
solutiilor matricilor 1-5 (Tabelul 11.4.1), semnale generate ca urmare a
ionizarii probei au putut fi observate doar in cazul probelor cocristalizate
cu solutiile de matrice 1-3. Semnale caracteristice complexului peptido-
metalic NAP-Cu® ([M+Cu(l)]" si [M+2Cu(I)-H]") au fost identificate Tn
toate cele trei spectre de masa (Figura 11.4.2-4). Cel mai intens semnal
obtinut in urma cocristalizarii probei cu HCCA, observat la m/z 809,6, a
fost atribuit ionului molecular al peptidei deamidate nereactionate cu ionii
de Cu’, [M-16+H]". Tn cazul probelor cocristalizate cu ATT, cel mai
intens semnal Tnregistrat in spectru a corespuns aductului cu potasiu
[M+K]". Intrucat intre ionii de potasiu si ionii de cupru poate exista o
competitie pentru ocuparea situs-ului de legare, se recomanda utilizarea
matricii  HCCA in investigarea complecsilor peptido-metalici n

defavoarea solutiei de ATT.
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Figura 11.4.2 Spectrul de masa al peptidei NAP incubate cu ioni de cupru
la un raport molar peptida: ion metalic de 1: 10 inregistrata in prezenta

solutiei de matrice 1.

11.4.5 Studiul interactiunii peptidei NAP neuroprotectoare si a

analogilor sai cu ionii de fier(II)

Formarea placilor senile ca urmare a agregdrii peptidelor
amiloidice este stimulatd de prezenta ionilor metalici precum cupru, fier
sau zinc (Viles, 2012). Peptida amiloidica AP poate coordina ionii de
fier(I), locul de legare al acestora fiind localizat Tn primele 16 reziduuri
(resturi) de aminoacizi (Bousejra-ElGarah et al., 2011). Din acest motiv,
compusii capabili sa capteze ionii de fier(Il) aflati in exces, prevenind
astfel agregarea amiloidica, prezintd un potential enorm in tratarea bolilor
neurodegenerative.

Rezultatul obtinut in urma analizei amestecului peptidei cu ionii

metalici prin spectrometrie de masa a reliefat interactiuni intre moleculele
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de peptidd NAP si ionii de fier(Il) la un raport molar de 1:10 peptida: ion
metalic, dupd cum se poate observa in Figura 11.4.14. Spectrul obtinut
evidentiaza legarea ionilor Fe** la peptidd cu formarea la m/z 879,5 ca
specie majoritara, [M+Fe(I)-H]". Tn plus, in spectrul peptidei, la m/z
933,5 apar semnale caracteristice unor compusi formati dintr-o molecula
de peptida si doi ioni Fe**, [M+2Fe(11)-3H]".

NAP:Fel*
[M+Fe(D)-H]J*
x10° 879.5
3.0
2.5]
w - _ +
§20) MG [M+Na*
= : 847.6
[M+2Fe(I)-3H]*
L5 [M+K]* 933.5
[M+H]*
825.4
0.0; eodbomoib
800 820 840 860 880 900 920 940

Figura 11.4.14 Spectrul de masa al peptidei NAP obtinut in prezenta

ionilor de fier(IT) la un raport molar peptida: ion metalic de 1: 10.

11.4.6 Studiul interactiunii peptidei NAP neuroprotectoare si a

analogilor sai cu ionii de fier(III)

Eliberarea fierului din feritind in conditii patologice poate favoriza
interactiunea acestuia cu peptida amiloidicd si stimula producerea
radicalilor liberi, cum ar fi formarea ionului superoxid. Tn starea
metabolicd normald, superoxidul favorizeaza oxidarea Fe** la Fe**. Cu

toate acestea, daca concentratia intracelulard a superoxidului este crescuta,
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reactia favorizeaza reducerea ionilor Fe** la forma sa daunitoare (Fez+)
capabila sd genereze reactii de tip Fenton prin elaborarea radicalilor
hidroxilici (Yang et al., 1999).

Tn Figura 11.4.17 este prezentat spectrul de masi al peptidei native
NAP realizat in urma incubarii cu ioni de fier(IIl) la un raport molar
peptida: ion metalic de 1: 10. Astfel, din spectrul de masa s-a observat
reducerea ionului Fe®* la Fe?* si legarea acestuia din urma de moleculele
de peptida. Semnalul mai intens observat la m/z 879,6 a corespuns ionului
[M+Fe(I1)-H]". Legarea celui de-al doilea ion Fe** a fost mai putin
semnificativa, dupa cum se observa din semnalul de la m/z 933,5. De
asemenea, in spectul de masa s-au distins si semnalele de la m/z 809,7 si
m/z 825,5 corespunzatoare ionilor moleculari ai peptidei necomplexate:
[M-16+H]" si [M+H]". Semnale caracteristice aductilor cu sodiu si potasiu

S-au putut observa la m/z 847,6 si, respectiv, m/z 863,5.

NAP:Fe¥*
4 [M+Fe(ID-H]*
x10 879.6
2.07
1.57
£
w 1.0
3
[M+Na]* [M+2Fe(I)-3H]*
{[M-16+H]*
0.5 800.7 847.6 [M+K] 9335
[M+H]* 863.5
8253
0.0 I]l II - Mo l‘l A ; A Ja ‘j AN’ . ;
800 820 840 860 880 900 920 940 /2

Figura 11.4.17 Spectrul de masa al peptidei NAP obtinut in prezenta

ionilor de fier(IIl) la un raport molar peptida: ion metalic de 1: 10.
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I1.5 CONFIRMAREA PRIN SPECTROMETRIE DE MASA CU
ELECTROPULVERIZARE, ESI MS A LEGARII IONILOR
METALICI

In vederea confirmarii existentei unei legaturi inte peptidele de tip
NAP investigate si diversi ioni metalici, S-a facut apel la spectrometria de
masa de tip ESI care foloseste metode mai blande de ionizare precum cea
de electropulverizare. Cu aceasta ocazie, rezultatele obtinute prin
spectrometrie de masa de tip MALDI ToF au fost comparate cu cele
inregistrate de spectrometrul de masd cu rezonantd ciclotronica si
transformatd Fourier (ICR-FT). Procesul de ionizare a fost realizat cu
ajutorul unei surse nanoESI. Spectrele de fragmentare top-down au fost

obtinute folosind metoda de disociere indusa prin coliziune (CID).

11.5.1 Studiul interactiunii peptidelor neuroprotectoare cu ionii

de aluminiu

Aluminiul este cunoscut de mult timp ca agent neurotoxic, fiind
invocat si ca factor agravant in boala Alzheimer (BA) (Zatta et al., 2003).
Concentratii mari de aluminiu au fost gasite atat la nivel intracelular unde
sunt asociate cu moartea neuronald, cat si extracelular sub forma unor
depuneri mari, difuze, aflate in tesutul cerebral al unor donatori cu BA
(Mirza et al., 2017).

Legarea ionilor AI** de peptidele NAP a fost investigatd atat prin
spectrometrie de masi MALDI ToF, cat si prin FT-ICR MS. In plus,
pentru a intelege regiunile din secventele peptidice implicate n
interactiuni peptido-metalice, a fost realizata disocierea indusa prin
coliziune (CID). Spectrele de masa ale peptidelor au indicat tendinta
acestora de a capta ionii de aluminiu si de a genera semnale specifice

ionilor noleculari [M+AI-2H]*. Semnale specifice unui compus format
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dintr-o molecula de peptida si doi ioni de aluminiu au fost observate doar

in spectrul de masa MALDI ToF al peptidei native, NAP.

Tabelul 11.5.1 Structura generalda si masa moleculara monoizotopica a

peptidei native NAP in prezenta ionilor de aluminiu (Al**

), calculate cu
ajutorul programului online CHEMCALC si determinate experimental cu

ajutorul spectrometrelor de masa MALDI ToF si ESI FT-ICR.

Experimental (m/z)

Secventa peptidica lon molecular (Tne]‘/)zr)em MALDI _ ESI FT-

ToF ICR

[M-16+H]" 809,4 809,5 809,5

[M+H]" 825,4 825,2 825,4

NAP [M+Na]* 847,4 847,5 847,4

(HoN - [M+K]" 863,4 863,4 863,4

NAPVSIPQ-  [M+AI-2H]" 849,4 849,5 849,4
COOH) [M+2Al-5H]* 873,4" 873,4 -

C36HeoN10012 [|\/|+H+2NH3]Jr 859,5# - 859,4

[M+H+3NH,]" 876,5" - 876,4

[M+AI(OH)-H]* 867,47 - 867,5

[M+AI(OH),]" 885,4" - 885,4

* - valoare neobservata in spectrul de masa ESI FTICR
* - valoare neobservata in spectrul de masa MALDI ToF

Valorile teoretice ale maselor moleculare ce corespund ionilor
observati in spectrele de masd sunt prezentate in tabelul de mai jos
(Tabelul 11.5.1). Atribuirea semnalelor din spectrele de masa s-a realizat
prin compararea valorilor teoretice ale posibililor ioni formati cu valorile
obtinute experimental. Astfel, Figura I11.5.5 prezinta spectrele distributiei
isotopice a ionului [M+AI-2H]*, obtinute experimental sau simulate.
Aceste date confirma existenta formarii unei interactiuni intre moleculele

de peptida si ionii AI*",
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Figura 11.5.1 Spectrul de masa MALDI ToF al peptidei NAP (H;N —
NAPVSIPQ-COOH) in prezenta ionilor de aluminiu inregistrat in
domeniul m/z 800-900.

£604 [M+AIR2H]
=553 849 4
ek
451
4.0 [M+AI(OH)-H]*
354 [M+2NH,-H]* 867.5
3.0 4 8594

;g f [M+3NH,-2H]*
7 [M+Nal 876.4 [M+AI(OH),]*
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Figura 11.5.3 Spectrul de masa ESI FT-ICR MS al peptidei native NAP
obtinut in prezenta ionilor de aluminiu Inregistrat in domeniul m/z 845-

900.

Tabelul I1.5.2 prezintd valoarea m/z teoretica calculatd cu ajutorul

programului GPMAV si cea obtinutd experimental corespunzatoare
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fragmentelor rezultate prin scindarea ionului [M+Al-2H]". Astfel, se poate

remarca faptul ca valorile m/z experimentale ale fragmentelor etichetate

au fost asemanatoare datelor teoretice. Mai mult, similitudinile observate

n spectrele de masa in tandem (MS/MS) obtinute atat prin spectrometrie

de masa MALDI ToF, cat si ESI evidentiaza formarea complexului NAP-

+ - - . . . . . . . +
Al® si sugereaza fard echivoc o interactiune a peptidei cu ionii N

Tabelul 11.5.2 Valoarea m/z calculata si cea observata in spectrele de

masa in tandem (MS/MS) ale fragmentelor obtinute prin disociere indusa

prin coliziune (CID) a ionilor [M+Al-2H]" identificati in spectrele de masi

MALDI ToF si ESI FT-ICR ale peptidelor NAP.

Experimental (m/z)

pre::‘ar;sor Fragment (Trf]‘/)zr)et'c MALDI _ ESI FT-
ToF ICR

v2 244,1* 244.4 y
a5+AI (a5+Al-3H) 465,2 4657 4652

c5 488,3* 488,4 i

[M+Al-2H]*  75+Al (z5+Al-3H) 5483 548,8 i
(M/z849.4)  a6+Al (ab+Al-3H) 578,3 5788 5783
b6+Al (b6+AI-3H)  606,3 606,9 6063
y6+Al (y6+Al-3H) 664,4 664,9 664,3

¢7+Al (CT+Al-3H) 722,4% 721,9 i

* - valoare neobservata in spectrul de masa ESI FTICR

Rezultatele spectrelor de masa prezentate in Figura 11.5.7 si Figura

11.5.8 sugereaza ca ionii de aluminiu se leaga de preferinta la secventa de

aminoacizi care se gaseste la intersectia fragmentului NAPVS cu

fragmentul PVSIPQ din peptida nativa NAP. Prin urmare, cele mai

probabile situsuri de legare sunt fragmentele PVSI si PVS aflate in

mijlocul moleculei NAP.
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11.6 SPECTROSCOPIA TN INFRAROSU A PEPTIDELOR SI
COMPLECSILOR CU METALELE

I1.6.1 Investigarea complecsilor peptidelor NAP si NAPC cu

ioni cupru(l) si argint

Cea mai intensa banda identificata in domeniul amida I, 1600-1700
cm™, a fost asociati cu vibratia de intindere C=0. Maximele benzii amida
| au fost observate la 1674 cm™ in spectrul de infrarosu al peptidei NAP in
absenta ionilor metalici, la 1674 cm™ si 1666 cm™, in spectrele FT-IR ale
peptidei NAP in prezenta ionilor de cupru si, respectiv, argint si au indicat

o posibila conformatie de tip B-intors.

1666 1097

Transmitanta (UA)

1674 1208

1674

T
1800 1600

T T T T T
1400 1200 1000 800 600 400

Numar de undi, cm?!

Figura 11.6.1 Spectrele FT-IR ale peptide native NAP in prezenta si
absenta ionilor de argint si cupru la un raport molar peptida: ion metalic de
1:1 si, respectiv, 1:10. Masuratorile de transmitanta au fost realizate

conventional cu Csl (Lupaescu et al., 2019c).
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In cazul peptidei modificate cu cisteini, maximul benzii,
caracteristice vibratiei de intindere C=0O, identificat la 1668 cm™? n
spectrul de infrarosu al peptidei NAPC in absenta ionilor metalici, s-a
deplasat la 1672 cm™ si, respectiv, 1666 cm™, in spectrele FT-IR ale
peptidei NAPC 1in prezenta ionilor de cupru si, respectiv argint, sugerand
prezenta unei conformatii de tip B-intors. In plus, lanturile laterale de
asparagina si glutamina absorb relativ puternic in apropierea benzii amidei
I datoritd vibratiilor de intindere a gruparii C=0 identificate la 1670 cm™
si vibratiei de deformare in plan a gruparii NH; specifice regiunii 1610 cm’
! (Barth, 2000).

NAPC:Ag'
1666 1097
a
2
£
e
£
E
wn
g NAPC:Cu
=
NAPC
1668
! | [l [l | ! | ! | !
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Numér de undé, cm?

Figura 11.6.2 Spectrele FT-IR ale peptidei modificate cu cisteina, NAPC,
in prezenta si absenta ionilor de argint si cupru la un raport molar peptida:
ion metalic de 1: 1 si, respectiv, 1: 10. Masuratorile de transmitanta au fost

realizate conventional cu CsI (Lupaescu et al., 2019c).
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11.6.2 Spectroscopia ATR-FT-IR a complecsilor peptidelor de
tip NAP cu ionii de aluminiu

Dupa cum se observa din Figura 11.6.6(a), spectrele derivatelor de
ordinul doi au confirmat prezenta conformatiei de tip a-helix in structura
peptidelor necomplexate. Astfel, un semnal intens observat la 1655 cm™
atribuit structurilor de tip a-helix a fost identificat Tn spectrele peptidelor
NAP, NAPG si NAPH. Figura 11.6.6(b) contine spectrele derivatelor de
ordin doi ale complecsilor peptido-metalici. Cele mai intense semnale au
fost observate in toate spectrele in jurul valorilor 1610 cm™ si 1639 cm™.
Pe langa semnalele caracteristice agregatelor proteice si structurilor
neordonate, un semnal de intensitate redus care poate fi atribuit structurilor
a-elicoidale a fost observat la complecsii peptidelor NAPA, NAPG si
NAPY la 1650 cm™.

1671 1683 NAPY

1612 jg55 1650

)

Derivata de ordin doi (UA)

Derivata de ordin doi (UA)

1610
L L L L ) L L L )
1600 1620 1640 1660 1680 1700 1600 1620 1640 1660 1680 1700

Numdr de unda (cm?) Numr de unda (cm?)

Figura 11.6.6 Derivatele de ordin doi ale spectrelor FT-IR din domeniul
1600-1700 cm™ ale peptidelor de tip NAP in absenta (a) si in prezenta
AICl3 (b).

32



CONCLUZII GENERALE

In cadrul tezei de doctorat ”Analogi ai peptidei neuroprotectoare
NAP: sinteza, caracterizare si interactiune cu ionii metalici” au fost fost
sintetizate si caracterizate patru noi peptide derivate de la octapeptida
nativd NAP, precum si un conjugat al acesteia cu acidul acetilsalicilic.
Datorita potentialului neuroprotector al peptidelor sintetizate, a fost
investigata, prin metode fizico-chimice moderne, interactiunea lor cu
diversi ioni metalici cu rol posibil in bolile neurodegenerative.

Rezultatele obtinute in cadrul acestei teze de doctorat au evidentiat
posibilitatea obtinerii de noi analogi ai peptidei NAP, cunoscuta a avea un
rol neuroprotector bine definit, iar studiul acestora a condus la dovezi
experimentale referitoare la relatia peptidelor cu ionii metalici si S-a

concentrat pe urmatoarele directii:

% Sinteza peptidelor de tip NAP prin metoda de sinteza in fazd

solida, strategia Fmoc/t-Bu

- Patru sinteze au vizat Tnlocuirea celui de-al cincilea aminoacid din
secventa octapeptidel, serina, cu alanind (NAPA), glicind (NAPG),
histidind (NAPH) si tirozina (NAPY). Cea de-a cincea peptida
modificatd, denumitd Aas-NAP, a fost realizatd in urma cuplarii
capatului N-terminal al peptidei NAP cu acidul acetilsalicilic,
medicament cunoscut pentru proprietatile sale antiinflamatoare.

- Sintezele au fost realizate pe o rasind de tip Wang ce permite

sinteza de peptide cu capatul C-terminal liber de tip carboxilic.

NAP: HoN -NAPVSIPQ-COOH (nativa)
NAPG: H);N-NAPVGIPQ-COOH (necunoscuta in literatura)
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NAPA: HoN-NAPVAIPQ-COOH (necunoscuta in literatura)
NAPH: H;N-NAPVHIPQ-COOH (necunoscuta in literatura)
NAPY: HN-NAPVYIPQ-COOH (necunoscuta in literatura)
NAPC:  H,N -NAPVCIPQ-COOH (necunoscuti in literaturd)”
Aas-NAP: Aas-HN -NAPVSIPQ-COOH (necunoscuta in
literatura)

“-peptida sintetizata anterior in grupul de Biochimie (unde C = cisteini)

+¢ Purificarea peptidelor de tip NAP prin tehnica cromatografica de

lichid de inalta performanta

- Purificarea peptidelor s-a realizat prin cromatografie de lichide de
inalta performanta in faza inversa (RP-HPLC) pe o coloana Cig in
sistem omogen ACN - 0,1% TFA in H,0;

- Modificarea restului de serina din structura peptidei NAP native cu
glicing, alanind, histidind si tirozind a condus la schimbari
importante in ceea ce priveste hidrofobicitatea peptidelor;

- Cromatogramele peptidelor NAP, NAPG, NAPA, NAPH si NAPY
au prezentat un semnal intens caracteristic peptidelor cu timpi de
retentie specifici, demonstrand o puritate ridicata a acestor peptide;

- Cromatograma peptidei Aas-NAP a fost mai complexa evidentiind
un amestec de produsi rezultati in urma sintezei. Astfel ca pe langa
semnalul scazut al peptidei Aas-NAP conjugate s-au observat
semnale care au fost atribuite: (i) peptidei conjugate Aas-NAP+tBu
ce prezinta radicalului tert-butil, grupare protectoare a hidroxilului
serinic, atasata de secventa; (i) peptidei As-NAP formata in urma
deprotejarii gruparii acetil din structura moleculei conjugate; (iii)
peptidei NAP libere.
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% Caracterizarea peptidelor nou sintetizate utilizand tehnici de
spectrometrie de masd, spectroscopie in infrarosu, spectroscopie
UV-vis si spectrometrie de rezonanti magneticd nucleard
Spectrele de masa au fost inregistrate utilizand un spectrometru de
masa de tip MALDI ToF si au prezentat pe langa semnalele
caracteristice ionilor moleculari si un semnal la o diferenta de 16
unitdti m/z care a fost atribuit ionului molecular al peptidei
deaminate.

A fost discutat un mecanism de deaminare a glutaminei care consta
in formarea acidului piroglutamic la capatul C-terminal al peptidei
sub actiunea radiatiei laser, fenomen cunoscut in literaturd numai
pentru glutaminele situate la capatul N-terminal.

Tn cazul conjugatului cu acid acetilsalicilic, Aas-NAP, cel mai
intens semnal din spectru MS a fost atribuit peptidei Aas-NAP+tBu
in timp ce semnalele specifice conjugatului au prezentat o
intensitate mai redusa.

Spectrele in infrarosu au prezentat semnale bine delimitate
caracteristice benzilor amida I (intre 1700 si 1600 cm™) si amida I
(intre 1580 s1 1510 cm'l), fapt ce a directionat cercetdrile spre
investigarea conformatiilor adoptate de moleculele peptidice.

Din analiza maximelor de absorbtie din banda amida I, s-a observat
ca peptidele au prezentat maxime la valori corespunzatoare
structurilor a-elicoidale si B-pliate, cu exceptia peptidei NAPA,
care prezinta doar o structura de tip B-pliat si a celei modificate cu
cisteind (NAPC), caracterizatd de o conformatie de tip B-intors.
Investigarea regiunii benzii amidei 11 (1580-1510 cm™) a sugerat 0
structura de tip a-helix in cazul peptidelor NAP, NAPG, NAPY si
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NAPC, in timp ce peptidele NAPA si NAPH au prezentat semnale
caracteristice unei conformatii de tip B-pliat.

Derivata de ordinul 2 a domeniului amidic de tip | a confirmat
structurile peptidelor de tip NAP sintetizate.

Au fost inregistrate spectrele RMN unidimensionale (*H-RMN,
B3C-RMN) si bidimensionale de tipurile (*H, *H)-COSY, (*H, *C)-
HMQC si DEPT-135 care au ajutat la atribuirea semnalelor
observate si confirmarea structurilor peptidelor nou sintetizate.
Spectrele de absorbtie ale peptidelor au prezentat maxime de
absorbtie Tn domeniul ultraviolet, domeniu caracteristic legaturii
peptidice. Peptidele ce au prezentat in secventa aminoacizi
aromatici au generat un maxim specific de absorbtie la 275 nm,
vizibil in spectrul de absorbtie al peptidei modificate cu tirozina,

NAPY.

Investigarea prin spectrometrie de masi de tip MALDI ToF a

interactiunii peptidei NAP si a analogilor sai cu ionii metalici

Reactiile de complexare au fost realizate la o valoare a pH-ului
apropiat celui fiziologic, pH 6,6-7,0;

Au fost studiate mai multe matrici, iar cea mai eficientd in
ionizarea probelor s-a dovedit a fi solutia saturata de HCCA
dizolvata in ACN:0,1% TFA la un raport 1:1;

Spectrele de masa ale peptidelor de tip NAP inregistrate in
prezenta ionilor de argint au prezentat semnale intense, care au fost
atribuite complecsilor peptido-metalici, ceea ce sugereaza 0
afinitate ridicata fatd de acesti ioni metalici. Interactiunea cea mai

intensa a fost observata in spectrul peptidei modificate cu cisteina,
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In prezenta ionilor Cu* si Cu®*, spectrele de masi ale peptidelor au
continut doar semnalele caracteristice complexului NAP-Cu®. Cele
mai intense semnale, atribuite ionilor moleculari ai complexului
peptido-metalic, au fost observate in spectrele de masa inregistrate
in prezenta ionilor Cu”, in special in spectrele de masa ale
peptidelor modificate cu cisteind si histidina;

Tn spectrele de masa finregistrate in prezenta oxidului cupros
(Cuy0), folosit ca sursi de ioni Cu’, semnalele caracteristice
complecsilor au avut o intensitate mai redusa, probabil datorita
insolubilitatii acestui oxid. Tn schimb, prezenta ionilor de cupru a
favorizat dimerizarea peptidei modificate cu cisteind (NAPC);
Spectrele inregistrate In urma interactiunii peptidelor de tip NAP
cu ionii Fe**/Fe** au prezentat numai semnalele caracteristice
complecsilor peptido-metalici cu ionii Fe?*, nu si cu Fe*'.
Reducerea ionilor Cu* si Fe** la Cu® si, respectiv, Fe?*, observata
in spectrele de masa de tip MALDI ToF, fiind cauzatd cel mai

probabil de actiunea laserului folosit.

Confirmarea interactiunii peptidei native NAP cu ionii metalici
prin spectrometrie de masa de tip ES| FT-ICR si MALDI ToF si

identificarea situs-urilor de legare

Spectrele de masa inregistrate in urma interactiunii peptidelor cu
ionii de aluminiu au generat semnale caracteristice complecsilor
NAP-AI*;

Intensitatea semnalelor corespunzitoare complecsilor peptido-
metalici a fost mult mai redusa in spectrele de masa de tip ESI
comparativ. cu MALDI ToF. Acest lucru se poate datora

concentratiei scazute a ligandului (peptidei) si a ionului metalic,
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Tnaintea introducerii lor Tn sistem, fapt care a condus la disocierea
complecsilor si precipitarea ionului de aluminiu;

Spectrele de masa ale peptidelor in prezenta ionilor de zinc au
prezentat semnale caracteristice. Intensitatea semnalelor observate
in spectrele de masa de tip MALDI ToF a fost mai redusa
comparativ cu cele ale complecsilor cu ioni de aluminiu.
Determinadrile spectrometrice de masa de tip ESI au indicat
formarea complecsilor cu ionii Cu®*. Interesant este faptul ca in
prezenta ionilor Fe?*, acestia s-au oxidat si s-au legat la peptide
numai sub formi de Fe®*, dar intensitatea semnalelor a fost redus.
Rezultatele MS/MS au sugerat ci ionii metalici (AI** si Zn®*) se
leaga de preferintd la secventa de aminoacizi care se gaseste la
intersectia fragmentului NAPVSI cu fragmentul PVSIPQ din
peptida nativa NAP. Prin urmare, cele mai probabile situsuri de
legare sunt secventele aminoacide PVSI si PVS din mijlocul
moleculei de octapeptidd NAP si secventele echivalente din

moleculele peptidelor analoge.

Evidentierea prin spectroscopie in infrarosu a modificarilor
conformationale suferite de peptide in urma interactiunii lor cu

ionii metalici

Spectrele obtinute in prezenta ionilor de cupru(l) si argint(l) au
sugerat prezenta conformerilor de tip B-intors si a-elicoidali n
structura peptidelor NAP si NAPC;

In cazul complecsilor cu aluminiu, semnalele intense caracteristice
agregatelor peptidice si structurilor neordonate, observate in
spectrele IR ale complecsilor peptido-metalici, au sugerat o

proportie redusa de conformeri de tip a-helix si B-intors;
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Structuri de tip B-intors au fost identificate in prezenta ionilor Cu?
in spectrele peptidei native NAP si a peptidelor modificate cu
glicind, alanina si histidina, in timp ce peptida NAPY a adoptat mai
degraba o conformatie de tip a-elicoidal.

Tn cazul complecsilor cu Fe?*, semnalele observate in spectrul IR
evidentiaza existenta unei structuri predominante de tip a-helix, iar
in proportie mica a conformerilor de tip B-intors in cazul peptidei
NAPG si a structurilor secundare de tip agregat in cazul peptidei

NAPA.

% Activitatile de diseminare a rezultatelor si dezvoltarea

profesionala

Au fost publicate cinci articole stiintifice in jurnale cotate Web of
Science cu factor de impact total de 6,196 din care 4,523 sunt
alocate doctorandului si patru articole in volumele unor conferinte
internationale cotate ISI.

Au fost prezentate lucrari stiintifice la cinci conferinte stiintifice
nationale si opt conferinte internationale;

Au fost urmate cursurile a sase scoli de vara internationale si trei
seminarii stiintifice.

Cercetarile au fost realizate concomitent si in cadrul proiectului de
cercetare ” MeticonpH” PN-111-P4-1D-PCE-2016-0376 Contract de
finantare nr. 56/12.07.2017, in calitate de membru doctorand in

proiect.
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