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 Studiile anterioare susţin că etiologia bolii neurodegenerative Alzheimer (AD) ar putea fi 
explicată prin perturbarea homeostaziei metalelor (Cu2+, Zn2+, Fe3+, Al3+) la nivelul reţelei 
neuronale ce favorizează, prin fixarea lor la nivelul unui situs specific din peptida amyloid-β, 
neurotoxicitatea şi apariţia bolii. 

Motivaţia şi scopul studiului 
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 Motivația studiului: șoarecii prezintă o predispoziție scăzută spre a dezvolta boala 
Alzheimer comparativ cu cea a oamenilor, cu toate că diferențele structurale și funcționale 
ale peptidele amiloidice regăsite în ambele cazuri sunt minore, dar probabil de o 
importanță majoră.  

 Studierea influenţei ionilor de cupru (Cu2+) asupra modului de împachetare a peptidelor 
amiloid beta de provenienţă umană  Ab(1-16)uman şi murină Ab(1-16)murin prin tehnici de 
electrofiziologie la nivel de singură moleculă, utilizând porul proteic de α – hemolizină ca 
nanoreactor.  



Caracteristici structurale ale peptidelor amiloidice de provenienţă umană şi murină.  
- Procesul de formare a peptidelor amiloidice beta la nivel neuronal - 
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(N-T) D1A2EF RH6DS GYEV H13H14QK  (C-T) 

uman Aβ(1-16) (Q = - 1.7, pI = 5.75, H = - 0.38) murin Aβ(1-16) (Q = -1.8, pI = 5.21, H = - 0.31) 

(N-T) D1A2EF GH6DS GFEV RH14QK  (C-T) 

{(N-T)Asp1, COO-(Asp1/Ala2), N- (His6), N (His13/His14)} {(N-T)Asp1, COO-(Asp1/Ala2), N- (His6), N-(His14/Gly5)} 

Q 
 - 1.7 

pI = 5.75 
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H = -0.31 

[1] Streltsov, V.A. & Varghese, J.N. (2008). Substrate mediated reduction of copper-amyloid-βcomplex in Alzheimer’s disease, Chemical Communications, 2008, pp. 3169-3171. 
[2] H. Eury, C. Bijani, P. Faller and C. Hureau, Copper(II) Coordination to Amyloid b: Murine versus Human Peptide, Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 901 –905 

Efectul cuprului asupra conformaţiei  
peptidelor amiloid de provenienţă umană şi murină 

Model de complexare a unui ion de cupru Cu(II) 
(acceptor) cu patru molecule de clor (donor). 

Număr de coordonare = 4 

+ Amiloid β 

Model molecular al segmentului de peptidă amiloid de 
proveninenţă umană, Aβ(1-16), complexată cu un ion de 
cupru Cu2+[1] 



Tehnica “Montal – Muller” de realizare a bistraturilor lipidice planare. 
Înregistrări electrofiziologice la nivel de singură moleculă 

L. Ma and S.L. Cockroft, 2010, ChemBioChem 11, 25-34 
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- Rezultate experimentale - 
Studiul comparativ la nivel de singură – moleculă al peptidelor amiloid  

de provenienţă umană (uman Aβ(1-16)) şi murină (murin Aβ(1-16)) 
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νfiltrare = 20 kHz 

uman Aβ(1-16) [50 µM] murin Aβ(1-16) [50 µM] 

νachiziţie = 50 kHz 



Studiul la nivel de singură – moleculă a influenţei ionilor de cupru asupra  
conformaţiei peptidei amiloid uman Aβ(1-16)  

- Rezultate experimentale - 

uman Aβ(1-16) [50 µM]  + 50 µM Cu2+
  + 100 µM Cu2+

  + 200 µM Cu2+
  

(e) (f) 

Adiţia ionilor de cupru induce schimbări conformaţionale ale peptidei amiloid uman Aβ1-16  reflectate în cinetica de partiţionare a peptidei în 
interiorul porului de α – hemolizină. Aceste schimbări sunt cu atât mai vizibile cu cât concentraţia de cupru adăugată este mai mare, ajungându-
se la un prag de saturaţie, la care se consideră că toată peptida este complexată cu ioni de cupru. 



- Rezultate experimentale - 
Histogramele amplitudinilor curenţilor ionici pentru peptidele amiloid  

în absenţa şi în prezenţa ionilor de cupru 

uman Aβ(1-16) [50 µM]  + 25 µM Cu2+
  + 100 µM Cu2+

  + 200 µM Cu2+
  

ΔI# = 139.33 ± 2.78 pA ΔI# = 129.83 ± 0.84 pA ΔI# = 146.19 ± 0.12 pA 

ΔI# = 148 ± 1.7 pA ΔI$ = 141.65 ± 1.01 pA ΔI$ = 161.07 ± 0.1 pA 

ΔI& = 113.79 ± 0.94 pA ΔI& = 99 ± 5.95 pA 

ΔI# = I*- I# 

ΔI$ = I*- I$ 

I* - curentul ionic prin porul liber (albastru deschis) 
I# - curentul ionic prin porul blocat de peptida liberă (roşu) 
I$ - curentul ionic prin porul blocat de peptida complexată 

cu ioni de cupru (verde) 
I& - curentul ionic dat de interacţiuni ale peptidei 
complexate cu ‘gura’ porului (albastru inchis) 

ΔI& = I*- I& 



Studiul la nivel de singură – moleculă a influenţei ionilor de cupru asupra  
conformaţiei peptidei amiloid uman Aβ(1-16)  

Reversibilitatea procesului de complexare 

Reversibilitatea procesului de complexare a peptidei amiloid cu ioni de cupru poate fi demonstrat prin adiţia unui agent de chelare (e.i. EDTA) la 
o concentraţie dublă (200 μM) faţă de cea a ioni de cupru adăugată (100 μM). Restabilirea flucturaţiilor de curent ionic la frecvenţa inițială indică 
revenirea peptidei amiloid de origine umană la conformaţia corespunzătoare situaţiei în care peptida era liberă în soluţie. 

ΔV = - 100 mV 

- Rezultate experimentale - 

uman Aβ(1-16) [50 µM]  + 100 µM Cu2+
  + 200 µM EDTA  

Cu2+ 

Cu2+ - uman Aβ(1-16) uman Aβ(1-16) 

Cu2+ - EDTA 

uman Aβ(1-16) 



Studiul la nivel de singură – moleculă a influenţei ionilor de cupru asupra  
conformaţiei peptidei amiloid murin Aβ(1-16)  

Contrar cazului peptidei amiloid uman Aβ (1-16) , se observă o scădere a timpul mediu dintre evenimentele de blocare a porului de α – hemolizină 
de către peptidă, o dată cu creşterea concentraţiei ionilor de cupru din soluţie. Pentru a obţine un efect vizibil a ionilor de cupru asupra peptidei 
amiloid murin Aβ (1-16), a fost necesare concentraţii de până la 3 ori mai mari de cât în cazul peptidei amiloid uman Aβ (1-16) . 

- Rezultate experimentale - 

murin Aβ(1-16) [50 µM]  + 100 µM Cu2+
  + 400 µM Cu2+

  

[Cu2+]  ΔIblocaj (pA) 

0 µM 128.3 ± 1.25 

100 µM 133 ± 1.15 

400 µM 142.7 ± 0.67 

murin Aβ(1-16) [50 µM]  

ΔV = - 100 mV 



Descrierea cantitativă a interacţiunii peptidelor amiloid uman Aβ(1-16) şi murin Aβ(1-16) 

cu porul de α - Hemolizina 

- Rezultate experimentale - 
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α-HL – [Aβ(1-16) - Cu2+] α-HL – Aβ(1-16) 
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- Rezultate experimentale - 
Model matematic utilizat pentru descrierea cantitativă a cineticii interacţiunii cu 

porul de α - Hemolizină a peptidelor amiloid complexate de ioni de cupru 

k1 - constanta de asociere  
k2 - constanta de disociere 

k3 - constanta de asociere  
k4 - constanta de disociere 

KD – constanta de disociere 
peptida – ioni de cupru 

por deschis por blocat por blocat 



- Rezultate experimentale - 
Procesul favorabil de interacţiune cu porul de α - Hemolizină a peptidei murin Aβ(1-16) 

comparativ cu cel al peptidei uman Aβ(1-16)   

(N-T) DAEF GHDS GFEV RHQK  (C-T) 
- 0.11 - 0.64 

(N-T) DAEF RHDS GYEV HHQK  (C-T) 
- 0.11 - 0.98 
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- Rezultate experimentale - 
Dependenţa de diferenţa de potenţial aplicată a timpilor de rezidenţă a peptidelor amiloid în 

porul de α-Hemolizină în absenţa şi prezenţa ionilor de cupru la concentraţie maximă 

ΔV = - 100 mV 

Quman Aβ = - 1.7 

Qmurin Aβ = - 1.8 



Concluziile studiului 

uman Aβ(1-16) şi cupru: 
 ionii de cupru induc schimbări conformaţionale asupra peptidei, vizibile şi 

cuantificabile cu ajutorul porului proteic de α - hemolizină. Procesul de 
complexare a peptidei cu ionii de cupru este unul reversibil. 

murin Aβ(1-16) şi cupru: 
 adiţia ionilor de cupru duce la creşterea afinităţii peptidei pentru porul α - 

hemolizină, ceea ce se datorează schimbării conformaţiei peptide într-o astfel de 
manieră încât costul energetic necesar inserţiei peptidei în lumenul porului este 
diminuat, favorizând astfel interacţiunea între porul de α-HL şi murin Aβ(1-16) - Cu2+. 

 afinitatea peptidei murin Aβ(1-16) pentru porul de α-hemolizină este mult mai mare decât al 
peptidei uman – Aβ(1-16) deoarece aceasta din urmă este energetic defavorizată în 
interacţiunea ei cu porul tocmai din cauza diferenţelor existente în structura primară a 
acesteia (prezenţa His13). 

uman Aβ(1-16) vs. murin Aβ(1-16)  

Tehnica utilizării porului proteic de α - hemolozină ca nanoreactor pentru studierea la 
nivel de singură - moleculă a peptidelor amiloid reprezintă un ‘instrument’ nou şi uşor 
de utilizat ce permite învestigarea sau chiar identificarea şi a altor compuşi moleculari.  
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