UNIVERSITATEA “ALEXANDRU IOAN CUZA” DIN IASI
SCOALA DOCTORALA A FACULTATII DE FIZICA

DESCRIEREA FIZICO — CHIMICA
A INTERACTIUNILOR UNOR PEPTIDE
ANTIMICROBIENE $1 AMILOIDICE CU
SISTEME LIPIDICE BIOMIMETICE

Coordonator,

Prof. Dr. Tudor Luchian
Drd. ACS Irina SCHIOPU

- 24 ianuarie 2014 -



Motivatia si scopul studiului

» Studiile anterioare sustin ca etiologia bolii neurodegenerative Alzheimer (AD) ar putea fi
explicata prin perturbarea homeostaziei metalelor (Cu?*, Zn?*, Fe3*, AI?*) la nivelul retelei
neuronale ce favorizeaza, prin fixarea lor la nivelul unui situs specific din peptida amyloid-f3,
neurotoxicitatea si aparitia bolii.
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» Motivatia studiului: soarecii prezintda o predispozitie scazuta spre a dezvolta boala
Alzheimer comparativ cu cea a oamenilor, cu toate ca diferentele structurale si functionale
ale peptidele amiloidice regasite in ambele cazuri sunt minore, dar probabil de o
importanta majora.

» Studierea influentei ionilor de cupru (Cu?*) asupra modului de impachetare a peptidelor
amiloid beta de provenienta umana Ab(1-16),.., $i murina Ab(1-16) .., prin tehnici de
electrofiziologie la nivel de singura molecula, utilizand porul proteic de a — hemolizina ca
nanoreactor.




Caracteristici structurale ale peptidelor amiloidice de provenienta umana si murina.
- Procesul de formare a peptidelor amiloidice beta la nivel neuronal -

ﬁ AB um«‘:m:I

£ AB murin:

APP

situsuri de legatura

1

l 5 10 13
Voo

DAEFRHDSGYEVHH

1

i
DAEFGHIDSGFEVIRH

Enzima

B - secretaza

a -

16

l

QK:LVFFAEDVGSNI(
I

QKLVFFAEDVGSNK
[

42

L

GIAIIGLMVGGVVIA:

|
G.IAIIGLMVGGVVIA'

Enzima

secretaza

‘ AD .non-AD

Mediul extracelular
al neuronului

Enzima
Y - secretaza

Mediul intracelular
al neuronului

08



Efectul cuprului asupra conformatiei
peptidelor amiloid de provenienta umana si murina

/ uman AB; ;¢ (Q=-1.7,pl =5.75, H=-0.38) murin A, ;¢ (Q=-1.8,pl=521,H=- o.m
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Model molecular al segmentului de peptida amiloid de
proveninenta umana, AB(1-16), complexata cu union de
cupru Cu?*[1]

Model de complexare a unui ion de cupru Cu(ll)
(acceptor) cu patru molecule de clor (donor).
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[1] Streltsov, V.A. & Varghese, J.N. (2008). Substrate mediated reduction of copper-amyloid-8complex in Alzheimer’s disease, Chemical Communications, 2008, pp. 3169-3171.
[2] H. Eury, C. Bijani, P. Faller and C. Hureau, Copper(ll) Coordination to Amyloid b: Murine versus Human Peptide, Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 901 -905



Tehnica “Montal — Muller” de realizare a bistraturilor lipidice planare.
Inregistrari electrofiziologice la nivel de singurd molecul3
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- Rezultate experimentale -

Studiul comparativ la nivel de singura — molecula al peptidelor amiloid
de provenienta umana (uman AR, ,4) si murina (murin AB, )
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- Rezultate experimentale -

Studiul la nivel de singura — molecula a influentei ionilor de cupru asupra
conformatiei peptidei amiloid uman AR,

uman AB, ;6 [50 uM] + 50 uM Cu?* + 100 uM Cu?* + 200 uM Cu?*
(@) (b) (c) (d)
0 0 0
= -504 50 50
:= -1001 -100+ -100+
-150 -150 -150
5

5.3x10 A T Y
— 3.5x10'] Nz = /'
é A— -?;ﬁ inchis = v
= ‘ rf|'| |'| af— ":_ 34 /
2 1.8x10° ' ‘ HES ; /v
f‘ 20pAL_ | Ton v
r D4ms| ~— | deschis /
{l.[l L] v T ‘:l.rl-w'l v '"‘wslw"‘h !‘Jﬂvl b L"F T L2 T T 1
50 100 150 200 0 50 100 150 200
2+ +
[Cu™] (uM) [Cu*] (uM)

Aditia ionilor de cupru induce schimbari conformationale ale peptidei amiloid uman AR, ,, reflectate in cinetica de partitionare a peptidei in
interiorul porului de a — hemolizina. Aceste schimbari sunt cu atat mai vizibile cu cat concentratia de cupru adaugata este mai mare, ajungandu-
se la un prag de saturatie, la care se considera ca toata peptida este complexata cu ioni de cupru.



- Rezultate experimentale -

Histogramele amplitudinilor curentilor ionici pentru peptidele amiloid
in absenta si in prezenta ionilor de cupru
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- Rezultate experimentale -

Studiul la nivel de singura — molecula a influentei ionilor de cupru asupra
conformatiei peptidei amiloid uman AR,

Reversibilitatea procesului de complexare

a) uman AB [50 uM] b) +100 um Cu? C) +200 uM EDTA
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Reversibilitatea procesului de complexare a peptidei amiloid cu ioni de cupru poate fi demonstrat prin aditia unui agent de chelare (e.i. EDTA) la
o concentratie dubla (200 uM) fata de cea a ioni de cupru adaugata (100 uM). Restabilirea flucturatiilor de curent ionic la frecventa initiala indica
revenirea peptidei amiloid de origine umana la conformatia corespunzatoare situatiei in care peptida era libera in solutie.



- Rezultate experimentale -

Studiul la nivel de singura — molecula a influentei ionilor de cupru asupra
conformatiei peptidei amiloid murin AB, ;¢
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Contrar cazului peptidei amiloid uman AB ; i, se observa o scadere a timpul mediu dintre evenimentele de blocare a porului de o — hemolizina
de catre peptida, o data cu cresterea concentratiei ionilor de cupru din solutie. Pentru a obtine un efect vizibil a ionilor de cupru asupra peptidei
amiloid murin AB ; 1), a fost necesare concentratii de pana la 3 ori mai mari de cat in cazul peptidei amiloid uman AB ; ¢,



- Rezultate experimentale -

Descrierea cantitativa a interactiunii peptidelor amiloid uman AR, ;5 si murin AR, 4
cu porul de a - Hemolizina
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- Rezultate experimentale -

Model matematic utilizat pentru descrierea cantitativa a cineticii interactiunii cu
porul de a - Hemolizina a peptidelor amiloid complexate de ioni de cupru
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- Rezultate experimentale -

Procesul favorabil de interactiune cu porul de a - Hemolizina a peptidei murin AB,
comparativ cu cel al peptidei uman AB,
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- Rezultate experimentale -

Dependenta de diferenta de potential aplicata a timpilor de rezidenta a peptidelor amiloid in
porul de a-Hemolizina in absenta si prezenta ionilor de cupru la concentratie maxima
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Concluziile studiului

uman AB, ;5 §i cupru:

» ionii de cupru induc schimbari conformationale asupra peptidei, vizibile si
cuantificabile cu ajutorul porului proteic de a - hemolizina. Procesul de
complexare a peptidei cu ionii de cupru este unul reversibil.

)

murin AB,, ;¢ i cupru:

» aditia ionilor de cupru duce la cresterea afinitatii peptidei pentru porul a -
hemolizina, ceea ce se datoreaza schimbarii conformatiei peptide intr-o astfel de
maniera incat costul energetic necesar insertiei peptidei in lumenul porului este
diminuat, favorizand astfel interactiunea intre porul de a-HL si murin AB, ,, - Cu?*.

9 uman AB,, ;¢ vs. murin AB, 4

» afinitatea peptidei murin AB; ;5 pentru porul de a-hemolizind este mult mai mare decat al
peptidei uman - A, ,, deoarece aceasta din urmd este energetic defavorizata in
interactiunea ei cu porul tocmai din cauza diferentelor existente in structura primara a
acesteia (prezenta His13).

Tehnica utilizarii porului proteic de a - hemolozina ca nanoreactor pentru studierea la
nivel de singura - molecula a peptidelor amiloid reprezinta un ‘instrument’ nou si usor
@ de utilizat ce permite investigarea sau chiar identificarea si a altor compusi moleculari.
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