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INTRODUCERE 
 

 Evoluția biochimiei a fost explozivă în ultimul secol rivalizând cu alte 

discipline precum fizica și chimia. Datorită acestei evoluții știm că sistemele vii 

sunt bazate pe elemente organice amestecate cu elemente anorganice și că legile 

fizicii se aplică în acelaș fel și în sistemele vii. Prin combinarea ideilor din chimie și 

fizică, complexitatea sistemelor vii pot fi studiate și înțelese mai ușor. 

 Proteinele au caracteristici unice între macromolecule, participă la fiecare 

reacție care sunt prezente în sistemele biologice și suportă o cantitate mare de 

activitati biologice. 

 Studiul proteinelor reprezintă o importanță mare în comunitatea științifică 

modernă, deoarece studiile de genetică moleculară au arătat că mai multe boli 

provin din defecțiuni de proteine. Prin studierea și înțelegerea comportamentului 

proteinelor informațiile obținute ajută în dezvoltarea industriei farmaceutice. 

 Această lucrare prezintă rezultatele obținute din studiul a două proteine 

transportoare de oxigen, hemeritrina și hemoglobina, folosind tehnica de marcare de 

spini (site directed spin labeling - SDSL) combinată cu spectroscopia RES 

[Altenbach et al 1989, Altenbach et al 1990]. De asemenea lucrarea poate fi 

considerată prima marcare de spini a hemeritrinei [Takacs et al 2013a].  

 Prin folosirea spectroscopiei RES în studiul proteinelor avem avantajul că 

probele studiate sunt proteine vii și pot fi investigate într-un mediu asemănător 

mediului lor nativ. 

 Cele doua proteine, hemeritrina și hemoglobina, au o importanță mare 

datorită capacității de a lega și de a transporta oxigen, de asemenea, recent, 

hemeritrina a fost propusă ca o soluție alternativă ca și înlocuitor de sânge [Alayash 

2004, Tsuchida et al 2009, Mot et al 2010, Fischer-Fodor et al 2011]. 

 Lucrarea este structurată în patru capitole principale . 

 Capitolul 1 prezintă proteinele, o descriere generală a elementelor 

structurale de proteine fiind prezentate  împreună cu funcția și proprietățile 

specifice. Sunt prezentați aminoacizii și proprietățile lor, sunt definite lanțurile 

polipeptidice, sunt descrise structurile secundare, terțiare și cuaternare. Pe lângă 

introducerea generală, sunt prezentate cele doua proteine studiate, hemeritrina și 

hemoglobina. De asemenea sunt descrise, structura detaliata, dimensiunea și 

aranjamentele spațiale împreună cu funcția și rolul lor în legarea și transportul de 

oxigen. 

 Capitolul 2 prezintă tehnicile care sunt utilizate în prezent în studiul 

proteinelor (spectroscopie IR, spectroscopie Raman, circular dicroismul și tehnica 

RMN), care sunt prezentate ca informații comparative cu tehnica folosită în această 

lucrare. Bazele spectroscopiei de rezonanță electronică de spini în undă continuă 

sunt descrise împreună cu spectrometrul în bandă X. 

 Capitolul 3 prezintă o scurtă introducere a derivatelor de nitroni, din care 

fac parte și marcării de spini (spin label) și compușii folosiți în detecția radicalilor 

liberi cu tehnica de capcane de spini (spin trap). În acelaș timp un subcapitol descrie 

technica de marcare de spini (site directed spin labeling), avantajele și diferite 

versiuni a marcărilor folosite. Rezultatele publicate sunt prezentate [Takacs et al 

2011a, Takacs et al 2011b] în baza unor studii de oximetrie prin spectroscopie RES 
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folosind marcărul de spin TEMPO pentru detecția indirectă a cantității de oxigen 

din sistemele biologice mai exact în liposomi. Al treilea subcapitol prezintă 

rezultatele publicate [Bolojan et al 2012] din studiul de detecție a radicalilor liberi 

generate din superoxidul de potasiu folosind capcana de spin DEPMPO. În acelaș 

timp este discutată și prezentată și tehnica de spin trapping. 

 Capitolul 4 se concentrează pe studiul proteinelor, hemeritrina și 

hemoglobina, prin site directed spin labeling, folosind marcărul de spin MTSSL. 

Prima parte a acestui capitol descrie procedura și rezultatele, eficiențele, obținute 

folosind marcărul de spin MTSSL, rezultate care au fost publicate [Takacs et al 

2013a]. Urmează studiul de dinamică a proteinelor, [Takacs et al 2013b, Takacs et 

al 2013c], unde proteinele separat au fost investigate în diferite medii controlate cu 

glycerol, PEG-4000 și albumină. Agenții au fost selectați pentru a putea crea un 

mediu artificial controlat care seamănă cu mediul nativ al proteinelor. Glicerolul 

schimbă viscozitatea soluției dar în acelaș timp fiind o moleculă mică nu are efect 

asupra proteinei studiată. PEG-4000 fiind o moleculă relativ mare apar ciocnirile 

între proteine și mediu. De asemenea albumina este o proteină relativ mare care are 

proprietatea de a se atașa de alte proteine și în cazul acesta a fost studiat efectul de 

suprapopulație [Ellis 2001]. 

A doua parte a acestui capitol tratează degradarea proteinelor. S-au selectat 

diverși agenți care au efect de degradare, precum clorură de guanidină, pH și 

temperatura. Proteinele au fost studiate separat în aceleași condiții precum și 

determinânde-se și parametrii termodinamici, energia Gibbs liberă, entalpia, 

entropia și căldura specifică. S-au folosit două metode, fiecare fiind descris detaliat, 

una se bazează pe diferența de arie a spectrului față de spectrul proteinei in stare 

nativă, iar cealaltă metodă se bazează pe timpul de corelare mediu a proteinei. 

Fiecare fiind o variabilă dependentă este folosită pentru a forma curbele de 

degradare pentru fiecare proces. Rezultatele obținute, urmează să fie publicate 

[Takacs et al 2013d], sunt conform exemplelor din literatură demonstrând că 

ambele metode pot fi folosite ca și o metodă alternativă pentru calorimetrie a 

proteinelor. În aceleaș timp rezultatele obținute justifică că metoda de marcare de 

spini a proteinelor prin spectroscopie RES este o metodă importantă care poate fi 

folosită ca metodă alternativă în diferite studii de proteine. 
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1. CARACTERIZAREA PROTEINELOR 
 

1.1. Proteinele 

 

 Acest capitol prezintă unul dintre cele mai importante componente ale  unui 

organism viu, proteinele. Proteinele se găsesc în toate organismele vii, de la bacterii 

la mamiferi, reprezintă aproape 50 % a greutății celulare, fiind prezente  în cel mai 

mare raport comparat cu alte biomolecule [Whitford 2005].   

 Proteinele pot adapta diferite funcții biologice ca și transport, receptor, 

transmitere semnal sau depozitare, dar în ciuda diversitații mari a proteinelor toate 

au o structură de bază comună, ele sunt formate dintr-un lanț linear de aminoacizi 

numit și lanț polipeptidic. În ciuda diversității ridicate de funcții și structură a 

proteinelor doar 20 de aminoacizi sunt cunoscute și toate au o compoziție similară.  

 Aminoacizii sunt compuși care conțin un grup carboxil la un capăt și un 

grup amino în vecinătate legat de atomul de carbon din grupul carboxil. Grupul 

carboxil donează un proton grupului amino într-un fel ca în absența unui mediu 

acidic sau bazic aminoacidul poartă o sarcină negativă și pozitivă în acelaș timp, 

fenomen numit și zwitterion. 

 Aminoacizii se găsesc in formă solidă cristalină albă, cu proprietăți foarte 

atipice moleculelor organice, și cu punctul de topire între 200 - 300°C [Whitford 

2005]. Sunt legate într-o rețea cristalină iar grupul încărcat este responsabil pentru 

conductivitatea electrică în soluții apoase și pentru momentul dipolic ridicat.  

 Compușii cum ar fi aminoacizii cu posibilitatea de a acționa atât ca acid cât 

și bază au o proprietate importantă, punctul izoelectric pI. Punctul izoelectric este 

valoarea pH-ului la care numărul de sarcini pozitive pe moleculă este egal cu 

numărul de sarcini negative. Punctul izoelectric este dat de pK-ul mediu în care 

există fenomenul de zwitterion [Buxbaum 2007]. 

 Când mai mulți aminoacizi sunt legați între ei, ei alcătuiesc o legătură 

peptidică. O legătură peptidică se formează când gruparea amino a unui aminoacid 

ia parte într-o reacție cu gruparea carboxil a unui alt aminoacid într-o formă de 

condensare rezultând din eliminarea apei [Whitford 2005]. Mai mulți aminoacizi 

legați prin legături peptidice rezultă într-o serie numită reziduu. Versiunile mai 

scurte sunt reziduuri de peptide iar versiunile mai lungi și complexe sunt numite 

polipeptide. Diversitatea aminoacizilor servește pentru o mulțime de funcții diferite 

în proteine. Deși la prima vedere poate părea că proteinele sunt spirale polipeptidice 

întâmplătoare, ele nu sunt. Există câteva interacțiuni intermoleculare care 

influențează aranjarea structurală a lanțurilor polipeptidice într-o anumită structură 

cu scopul ca proteina finală să  poată să-și desfășoară activitatea. 

 Aranjamentul liniar de aminoacizi [Alberts 2002] într-o secvență proteică 

se numește structura primară a proteinei. Structura primară este aranjamentul bi-

dimensional a unei proteine care se numește și coloana vertebrală a proteinei. 

Structura primară începe cu grupul amino, terminalul N, și se termină cu gruparea 

carboxil, terminalul C. 

 Datorită diferitelor unghiuri de legături dintre elemente proteinele au o 

strucutură tri-dimensională, care se numește și structura secundară. Există trei 
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unități structurale de bază care formează structura secundară a proteinelor: 

helixurile α, foile β și legăturile γ; restul structurilor sunt o combinație a acestor. 

  Pentru determinarea structurii secundare a unei proteine, există câteva 

metode disponibile, cum ar fi difracția cu raze X, micrsocopie electronică de 

proteine cristalizate sau rezonanța magnetică nucleară a proteinelor în soluții.  

  Prin legarea elementelor structurii secundare obținem o forma tri-

dimensională, care în mare parte este stabilizat de interacțiuni noncovalente dintre 

aminoacizi, fiind structura terțiară a proteinei. Această structură descrie conformația 

globală a proteinei sau mai precis descrie aranjarea spațială a elementelor de 

strcutură secundară, Figura 1.1.1. 

  Structura terțiară este determinată de diferite interacțiuni ionice sau Van 

der Waals. O forță dominantă în formarea structurii terțiare este efectul hidrofobic, 

rezultând ca aminoacizii polari să se așeze pe suprafață, de ex. proteinele globulare 

[Whitford 2005, Alberts 2002]. Stabilitatea structurii terțiare este rezolvată de 

legăturile de hidrogen și punțile disulfidice (legături S - S) dintre cisteine [Buxbaum 

2007]. 

 De multe ori o proteină conține mai multe lanțuri polipeptidice, care rezultă 

într-o formă funcțională cu o structură cuaternară. Un exemplu simplu pentru 

proteină cu structură cuaternară este hemoglobina, conține patru subunități (lanțuri 

polipeptidice) și are o structură tetramerică. Structura cuaternară poate fi clasificată 

în funcție de numărul de subunități; dimer, trimer, tetramer, octamer etc. În acelaș 

timp dacă subunitățile sunt identice sau diferite vorbim de homo sau hetero. 

Structura cuaternară este foarte similară cu structura terțiară cu diferența că 

interacțiunile sunt prezente între subunități [Whitford 2005]. 

 Cum am văzut și în cazul structurii secundare, terțiare și cuaternare a 

proteinelor, ele sunt alcătuite din interacțiuni slabe care pot fi rupte chiar și prin 

schimbarea condițiilor mediului înconjurător [Buxbaum 2007].  

  Un factor extern important în denaturare este căldura, creșterea 

temperaturii într-un sistem conduce la mișcare moleculară ridicată care ulterior 

poate duce la ruperea legăturilor de hidrogen. Dacă aceste legături sunt rupte unele 

structuri devin instabile, helixurile α, care rezultă într-o slăbiciune integrală a 

structurii proteice. Alți agenți care au efect de denaturare asupra proteinelor sunt 

concentrațiile ridicate de săruri, uree, clorură de guanidină sau solvenți (etanol, 

acetonă). Sărurile au efect de perturbare asupra legăturile ionice, iar schimbarea în 

pH poate induce modificări în ionizarea aminoacizilor care poate rezulta în legături 

ionice rupte. 

 Unele proteine sunt mult mai sensibile decât altele la denaturare, câteva 

proteine pot fi denaturate prin căldură iar după ce sistemul a fost răcit sau 

denaturantul a fost îndepărtat ele revin la forma lor inițială și își reiau activitatea.  

 Proteinele pot fi clasificate conform funcției lor în trei categorii majore: 

proteine fibroase, proteine de membrană și proteine globulare. 

 Proteinele fibroase sunt structurale, formează filamente lungi și sunt 

insolubile în soluții apoase. Funcția lor majoră reiese din numele lor, ele alcătuiesc 

fibrele existente în corp. Au o rezistență și o rigiditate ridicată și țin structura 

împreună. Ei au o secvență aminoacidică individuală și nu au o structură terțiară 

adevărată.  



 

 

8 

 
Figura 1.1.1. Reprezentarea structurii terțiare a beta-lactoglobulinei. Imaginea a fost generată folosind 

programul de vizualizare UCSF Chimera [Pettersen et al 2004] folosind coordinatele de la 

înregistrarea 2GJ5 [Yang et al 2008] din Baza de Date a Proteinelor (Protein Data Bank).  

 Proteinele de membrană sunt de obicei receptori, oferă canale pentru 

molecule încărcate pentru a trece prin membrana celulelor sau contribuie în 

adeziunea celulară care permite identificarea celulei. Ele dețin o cantitate ridicată de 

legături de hidrogen. 

 Proteinele globulare sunt proteine formate din lanțuri compacte de 

aminoacizi, care sunt adesea îndoite în forme sferice. Principala diferență dintre 

proteine fibroase și globulare este că proteinele globulare sunt solubile în soluții 

apoase. Ele pot avea mai multe funcții ca și catalizatori biologici, mecanisme de 

transport, rol de reglementare ca și element structural din interiorul celulelor. 

 

1.2. Hemeritrina 

 

 Hemeritrina (Hr) este un transportor de oxigen [Kurtz 2003] cu o formă 

oligomerică. Este o proteină respiratorie responsabilă pentru transportul și 

depozitarea oxigenului în sângele nevertebratelor marine. Deși numele conține 

cuvântul hem, hemeritrina este lipsită de gruparea hem din grupul responsabil de 

legarea oxigenului, compus din doi atomi de fier [Farmer et al. 2000; Jin et al. 

2002; Kryatov et al. 2005]. 

 Hemeritrina poate fi găsită în nevertebratele marine, brachipodi, 

sipunuclide și anelide. Acestea sunt viermi sedentari și mici nevertebrate găsite în 

apele adânci, cu o lungime de 4 – 10 cm. Cea mai studiată și utilizată este  

hemeritrina octamerică care provine din sipunuclidul Phascolopsis gouldii sau 

viermele de arahide. Studiile efectuate în această lucrare sunt de asemenea bazate 

pe această versiune a proteinei. 

 Hemeritrina este formată din 8 subunități identice primind structura 

principală homooctamerică, Figura 1.2.1, dar de asemenea poate exista și în alte 

forme oligomerice ca și monomer [Langeman et al 1969], dimer [Sieker et al 1981], 
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trimer [Smith et al 1983] sau tetramer [Sieker et al 1981]. Forma octamerică are o 

masă totală de 108 kDa. 

 
Figura 1.2.1. Reprezentarea hemeritrinei octamrice Phascolopsis gouldii. Imaginea a fost generată 

folosind programul de vizualizare UCSF Chimera [Pettersen et al 2004] folosind coordinatele de la 

înregistrarea 1I4Y [Farmer et al 2001] din Baza de Date a Proteinelor (Protein Data Bank). 

 

 Conform literaturii [Stenkamp 2004] subunitățile sunt cilindrice cu o 

dimensiune de 40 Å lungime, o lățime de 20 Å și o masă de 13.6 kDa conținând 114 

aminoacizi. Subunitățile sunt compuse din patru helixuri α antiparalele având la o 

treime de la un capăt complexul de fier binuclear responsabil pentru legarea de 

oxigen [Stenkamp 2004]. Subunitățile au în lanțul aminoacidic în poziția 51C o 

cisteină care face proteina să fie un candidat ideal pentru studii prin spin labeling 

combinată cu spectroscopie RES. 

 Octamerul Phascolopsis gouldii descris de [Stenkamp 2004] are o  structură 

cu o simetrie 422 (D4) și o dimensiune de 60 x 60 x 40 Å cu un canal de 20 Å lat 

care trece prin centrul proteinei. 

 Complexul di-fier [Farmer et al. 2000; Jin et al. 2002; Kryatov et al. 2005] 

din hemeritrina pe lângă oxigen (O2) mai poate lega și alte molecule cum ar fi azida, 

clorura sau oxidul de azot [Garbett et al 1969, Nocek et al 1988]. Proteina poate 

exista în două forme: legată (azidomet- și oxihemeritrina) sau nelegată (met- și 

deoxihemeritrina) când complexul de fier nu leagă o moleculă adițională. Forma 

este determinată de geometria centrului de fier care este diferită pentru cele două 

forme. 

 Hemeritrina nu are culoare când se află în formă deoxi dar își schimbă 

culoarea în roz la oxigenare. Funcția ei de a lega oxigenul printr-o procedură 

reversibilă [Kurtz 2003] este activitatea biologică principală a acestei proteine și 

ușoara schimbare structurală la punctul de legare pentru a permite intrarea 

oxigenului în incinta complexului.  
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1.3. Hemoglobina 

 

 Hemoglobina (Hb), este o proteină globulară, transportoare de oxigen care 

conține gruparea hem, ea se găsește în eritrocite și are ca activitatea biologică 

principală transportul de oxigen de la organul respiratoric la țesut. Studiile din 

această lucrare sunt bazate pe hemoglobina obținută din sânge de bovină, Bos 

taurus. 

 Proteina este alcătuită din patru subunități cu o masă moleculară totală de 

62 kDa. Conține două subunități alfa, compus din 142 aminoacizi, și două 

subunități beta, compus din 145 aminoacizi. Proteina are în fiecare subunitate beta o 

cisteină nativă în poziția β92C, făcând proteina să fie un candidat ideal pentru studii 

prin spin labeling combinată cu spectroscopie RES. 

 Structura cristalină a fost determinată de [Perutz et al 1960, Perutz 1965] 

din care reiese că ambele subunități sunt formate din helixuri α, 6 mai lungi și 2 mai 

scurte numite de la A la H. Conform [Paoli et al 2004] structura globulară are un 

diametru de 50 - 55 Ǻ și subunitățile au o dimensiune de 47 x 35 x 22 Ǻ. Datorită 

grupului hem, hemoglobina are o culoare roșie. 

 
Figura 1.3.1. Reprezentarea hemoglobinei Bos taurus. Imaginea a fost generată folosind programul de 

vizualizare UCSF Chimera [Pettersen et al 2004] folosind coordinatele de la înregistrarea 2QSS 

[Aranda et al 2009] din Baza de Date a Proteinelor (Protein Data Bank). 

 

 Hemoglobina poate oscila între două stări cu diferențe vizibile în structura 

cuaternară [Perutz 1970, Perutz 1972]. Starea relaxată (R) când se schimbă în formă 

legată oxi, iar starea tensă (T) când este în stare nelegată deoxi. 

 Schimbarea între aceste două stări este rezultatul unei rotații de 15° între 

dimeri și o translație de 0.8 Ǻ rezultând într-o schimbare în distanța dintre centrele 

de fieri de la 40 la 33 Ǻ [Paoli et al 2004]. Această transformare se petrece când 

hemoglobina ajunge în plămâni unde concentrația de oxigen este mai ridicată pentru 

o legare mai ușoară. 

 Dioxidul de carbon eliberat din țesut se leagă diferit față de oxigen 

deoarece el se leagă de terminalul N a subunităților alfa [Nelson et al 2000] și 

formează carbaminohemoglobina [Guyton et al 2006]. 
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2. TECHNICI DE INVESTIGARE A STRUCTURII ȘI A DINAMICII 

PROTEINELOR 
 

 Au fost aplicate diverse metode și abordări pentru a studia structura și 

dinamica proteinelor în ultimii 30 de ani, nu există o abordare exactă de a studia 

dinamica de proteine fiecare având avantaje și dezavantaje. Tehnicile aplicate 

momentan de comunitatea științifică pot fi clasificate în două categorii; tehnici de 

spectroscopie vibrațională (spectroscopie IR, spectroscopie Raman și dicroismul 

circular) și tehnici de spectroscopie de rezonanță (spectroscopie RMN și RES). 

 În lucrarea de față metoda aleasă pentru studiul proteinelor este 

spectroscopia de rezonanță electronică de spini (RES) combinată cu tehnica de 

marcare de spini (SDSL) [Bordignon et al 2007], dar înainte de a prezenta metoda 

aleasă va fi prezentată o scurtă introducere despre celelalte metode.  

 

2.1. Technici de spectroscopie vibrațională 

 

 Spectroscopia IR este bazată pe absorbția radiației, din domeniul de 

infraroșu a spectrului electromagnetic, de molecule la frecvențe specifice care sunt 

egale cu frecvențele energiilor de tranziție. Radiația din domeniul de infraroșu nu 

are energie așa de mare încât să inducă tranziții electronice deci absorbția de 

infraroșu este limită la compuși care au diferențe de energii mici și o stare 

vibrațională. 

 Spectroscopia FTIR s-a dovedit o tehnică avantajoasă pentru a studia 

proteine și lipide, poate fi obținută o rezoluție scăzută a structurii proteinei și 

tehnica permite studiul proteinelor în mediul apropiat mediului nativ. 

 Spectroscopia Raman este tehnica complementară a spectroscopiei IR, și 

exploatează dezavantajele acestuia. Această tehnică este bazată pe împrăștierea 

luminii de moleculele care se află în stare de vibrație. 

 Contrar tehnicii IR în acest caz moleculele  nu trebuie să posede un moment 

dipolic permanent, având vibrație Raman activă când acesta cauzează schimbare în 

polarizabilitate. Cu această abordare obținem informații despre caracterul covalent 

al moleculei, și este o tehnică sensibilă la compoziție, legături, mediu și structură 

cristalină. 

 Spectrul Raman a proteinelor, acizilor nucleici și a lipidelor conține un 

număr ridicat de benzi discrete care este o amprentă a structurii tridimensionale, a 

dinamicii și a interacțiunilor. Avantajul metodei este faptul că este o tehnică 

noninvazivă dar în acelaș timp costul unui spectrometru Raman este destul de 

ridicat. 

 Dicroismul circular este o altă tehnică care este aplicată în studiul 

proteinelor, teoria acestei tehnici se bazează pe absorbția diferențială a luminii 

polarizate din stânga și dreapta. Lumina polarizată circular este reprezentată ca o 

sumă a două lumini polarizate linear a căror amplitudine este egală dar cu o 

diferență de fază de ±π/2. După ce lumina din ambele direcții trece prin probă ea 

rămâne polarizată dar amplitudinea vectorului electric va fi diferită pentru ambele 

componente, rezultând în felul acesta într-o lumină polarizată elipticală. Această 

elipticitate și diferența în absorbție este studiată și măsurată.  
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 Această tehnică este folosită mai mult în determinarea structurii secundare 

a proteinelor aflate în soluții. 

    

2.2. Spectroscopia RMN 

 

 Spectroscopia de rezonanța magnetică nucleară (RMN) este tehnica de 

investigare care folosește rezonanța spinul nuclear (I) plasat într-un câmp magnetic 

(B0) extern și o radiație de microunde. 

 Conform mecanicii cuantice spinul nuclear se aliniază paralel sau 

antiparalel cu un câmp magnetic extern în 2I+1 direcții. Dacă proba este iradiată cu 

o radiație din domeniul undelor radio protonul va absoarbe energie și o tranziție este 

indusă din starea de energie joasă în starea de energie ridicată. Aplicând energia 

corectă și prin inducerea acestor tranziții găsim spectrul de absorbție din care sunt 

obținute informațiile. 

 Instrumentele folosite prin spectroscopie RMN au un cost ridicat datorită 

magneților superconductori și datorită sistemului de răcire necesare acestuia. În 

ciuda costurilor ridicate această tehnică este una foarte populară în studii de 

structură a proteinelor. De obicei proteinele studiate prin RMN sunt marcate 

uniform cu izotopi 
13

C și 
15

N. Ca și toate metodele de studiu și această metodă are 

limitările sale, proteinele cu o masă moleculară mai mare de 35 kDa reprezintă o 

dificultate deoarece timpul de rotație corelațională crește împreună cu dimensiunea 

proteinei care duce la lărgiri de linii și scăderea raportului semnal/zgomot. Un alt 

aspect al proteinelor largi este faptul că conțin un număr ridicat de atomi care poate 

rezulta în linii spectrale suprapuse greu interpretabile. 

 

2.3. Spectroscopia RES 

 

 Conceptul spectroscopiei de rezonanță electronică de spin (RES) este una 

similară rezonanței magnetice nucleare (RMN) dar în acest caz spinii electronului 

sunt excitați. Această tehnică s-a dovedit foarte utilă în diferite domenii și este o 

tehnică aplicată des în studii de dinamică a proteinelor deoarece este posibilă 

investigarea probei în mediul similar mediului nativ fără a avea limitări cauzate de 

dimensiunea sau complexitatea probei. Singurul dezavantaj al acestei technici 

provine din faptul că nu toate proteinele conțin un electron neîmperecheat care 

poate fi folosit pentru a obține semnal RES. Această problemă a fost rezolvată de 

Wayne L. Hubbell și colegii lui [Altenbach et al 1989, Altenbach et al 1990] prin 

dezvoltarea metodei de marcare de spini, metodă care permite legarea unui spin 

marcăr care conține un electron neîmperecheat, sursa de semnal RES, de proteina 

studiată. Acest marcăr de spin (spin label) este un radical nitroxidic și conține un 

centru paramagnetic activ, un electron neîmperecheat pe legătura N - O (
14

N, I = 1). 

 După ce marcărul de spin, care conține electronul neîmperecheat, este atașat 

de proteină proba poate fi studiată prin spectroscopie RES. Plasând electronul intr-

un câmp magnetic omogen B0 = (0, 0, B0) spinul electronic se va alinia paralel sau 

antiparalel cu direcția câmpului. Numărul cuantic de spini ms va lua valorile ±1/2 

datorită orientării de cuantificare a momentului angular iar în acest caz cele două 

valori descrise de ecuația 2.3.1 vor fi posibile pentru momentul magnetic.  
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eezs, βg
2

1
μ      (2.3.1) 

 Dipolul magnetic μ  plasat într-un câmp magnetic are o energie descrisă de 

ecuația 2.3.2 și permite două nivele de energie cu o diferență dependentă de câmpul 

magnetic descris de ecuațiile 2.3.3 – 2.3.5. 

0z0 BμBμE     (2.3.2) 

 0eeα Bβg
2

1
E      (2.3.3) 

 0eeβ Bβg
2

1
E      (2.3.4) 

                      0eeβα BβgEEΔE     (2.3.5) 

 Pentru a obține o tranziție de la un nivel la celălalt o energie hν =ΔE trebuie 

aplicată, pentru condiția de rezonanță energia aplicată trebuie să fie egală cu 

diferența de energie dintre nivele și perpendiculară pe câmpul magnetic. 

 În cazul sistemelor de radicali nitroxidici, cu S = 1/2 și 
14

N I = 1, două mari 

interacțiuni sunt prezente, interacțiunea Zeeman electronică și interacțiunea de 

despicare hiperfină. Interacțiunea Zeeman electronică este interacțiunea dintre 

câmpul extern magnetic și electronul neîmperecheat, este descrisă în termeni de 

mecanică cuantică de ecuația 2.3.6. 

 ŜBg
β

Ĥ 0
e

EZ 


              (2.3.6) 

 
Figura 2.3.1. Interacțiunea Zeeman electronică și alinierea spinilor electronici cu câmpul magnetic 

extern împreună cu efectul de despicare hiperfină și tranzițiile permise. Imagine adaptată de la [Fajer 

2000]. 

 Termenul g este g-tensorul și Ŝ  este operatorul de spin. Tensorul g servește 

ca și o a amprenta sistemul și definește simetria ei (izotropică, axială, anizotropică). 
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ÎAŜĤHF              (2.3.7) 

 Efectul de despicare hiperfină este datorată cuplării spinului electronic cu 

spinul nuclear, și rezultă într-o despicare a liniei de rezonanță conform numărului 

cuantic magnetic al nucleului mI. Această interacțiune este descrisă de ecuația 2.3.7, 

unde A reprezintă tensorul hiperfin.  

 Regulile de selecție ΔmS = ± 1 și ΔmI = 0 definesc tranzițiile permise între 

nivelele de energii care rezultă în spectrul cu forma specifică a radicalilor 

nitroxidici, Figura 2.3.1.  

 Studiile RES a proteinelor sunt caracterizate de dinamică și mișcări în 

domeniul nanosecundelor. Probele în soluții apoase sunt caracterizate de difuzie 

rotațională și mișcare, aceste fenomene sunt descrise de timpul de rotație 

corelațională τc. Timpul de rotație corelațională este definit de relația Stokes-

Einstein, ecuația 2.3.8.  

Tk

η
V

Tk3

aηπ4
τ

BB

3

c






     (2.3.8) 

În acestă relație a reprezintă raza moleculei, η viscozitatea soluției, T temperartura 

absolută și kB este constata Boltzmann.  
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3. DERIVATIVE DE NITRONI PRIN SPECTROSCOPIE RES 
 

 Spectroscopia RES are o plajă largă de aplicații studii in vivo și in vitro a 

diferitelor sisteme biologice și detecție de radicali liberi. Pentru a performa aceste 

studii pe sisteme care nu au semnal RES, au fost proiectați compuși speciali. O 

categorie importantă a acestor compuși este clasa de nitroni. Nitronii sunt compuși 

organici care conțin un N-oxid, o legătură N – O și un grup funcțional. Ele sunt 

categorizate în două mari subclase, radicalii nitroxidici care sunt folosiți  în tehnica 

de marcare de spini având posibilitatea de a lega de proteina studiată și nitronii care 

sunt folosiți în tehnica de capcane de spini. A doua categorie este folosită în cazul 

în care detecția directă nu este posibilă, capcanele de spini reacționează cu radicalii 

liberi cu viață scurtă formând aducți stabili care pot fi detectați prin spectroscopie 

RES. 

 

3.1. Radicalii nitroxidici și technica de marcare de spini 

 

 Folosind conceptul de marcare de spini [Altenbach et al 1989, Altenbach et 

al 1990] combinată cu spectroscopie RES este posibilă investigarea proteinelor în 

mediul similar mediului nativ fără probleme în cazul sistemelor complexe sau 

supradimensionate [Bordignon et al 2007, Hubbell et al 1996, Hubbell et al 1998, 

Klug et al 2008, Fleissner et al 2009].   

 Radicalii nitroxidici se atașează de proteine folosind aminoacidul de 

cisteină deoarece conțin grupul tiol care reacționează cu gruparea funțională a 

marcărului de spini formând punți disulfidice [Klare et al 2009]. Există o varietate 

de grupuri funcționale: metanetiosulfonat [Berliner et al 1982], malemid [Griffith et 

al 1966] sau  iodoacetamid; toate au acelaș  lucru în comun, ele se leagă covalent de 

grupul sulfhidril din cisteină. 

 În cazul în care proteina nu conține cisteină nativă prin mutarea genetică 

acest aminocid poate fi introdus în poziții care nu sunt importante în termeni de 

structură și funcționalitate. Dacă proteina studiată conține mai multe cisteine și 

dorim să evităm marcarea fiecăruia, acele cisteine sunt mutate în alanină sau serină, 

în așa fel încât rămânem doar cu poziția dorită pentru marcare. 

 Există o listă lungă de marcări de spini, pentru acest studiu a fost folosit 

marcărul MTSSL [Berliner et al 1982] care are cea mai mică influență asupra 

proteinei studiate [Klare et al 2009]. 

 

3.2. Efectul oxigenului molecular asupra radicalilor nitroxidici 

 

 Rezultatele prezentate în acest subcapitol au fost publicate [Takacs et al 

2011a, Takacs et al 2011b].  

 Cantitatea oxigenului din sistemele vii joacă un rol important în diferite 

acitivități biologice iar monitorizarea acestei cantități este importantă. Una dintre 

tehnicile folosite pentru detecția indirectă a oxigenului din sisteme biologice este 

oximetria RES [Hyde et al 1989]. Tehnica se bazează pe interacțiunea oxigenului 

paramagnetic cu radicalul nitroxidic din probă cauzând efectul Heisenberg de 

lărgire a liniei spectrale [Hyde et al 1989, Seeling et al 1976]. 
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 În acest studiu a fost folosit marcărul de spin TEMPO, el fiind un radical 

nitroxidic  neatașabil de proba studiată, acest spin marcăr a fost închis în lipozomi. 

Lipozomii au fost creați din lecitină 5 mg/ml în soluție tampon de 10 mM PBS la 

pH 7.4. Pentru a obține forma sferică ele au fost sonificate pentru 5 minute după 

care marcărul  liber de spin a fost adăugat în concentrație de 5 mM. Amestecul a 

fost incubat peste noapte după care marcărul exces a fost îndepărtat prin 

centrifugare. Trei probe au fost create unul fiind saturat cu oxigen, unul în condiții 

atmosferice și unul saturat cu argon. În acelaș timp marcăr de spin liber a fost 

preparat în condiții identice de saturare cu oxigen, argon și condiții atmosferice 

pentru a obține largimea de linie de referință. 

oxygen saturated

atmospheric condition

deoxygenated condition

B

10 G

 
Figura 3.2.1. Spectrul RES a TEMPO-ului încapsulat în lipozomi sub diferite condiții de oxigenare. 

Imagine adaptată de la [Takacs et al 2011a]. 

 Conform informațiilor descrise de [Pake et al 1959, Subczynski et al 2006] 

diferența de lărgire de linie este definită de ecuația 3.2.1 și este dependentă de 

variația concentrației de oxigen din soluție. 

])O([D(SL)}){D(OpkRπ4ΔB 22    (3.2.1) 

 Conform literaturii [Alexeeva et al 2002], concentrația de oxigen într-o 

soluție saturată cu oxigen la temperatura camerei, este 220 µM. Cu această 

informație este posibilă determinarea cantității de oxigen din sistemele studiate 

folosind valorile obținute pentru lărgirile de linii. 
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Figure 3.2.2. Variația lărgirii de linii conform creșterii cantității oxigenului din proba studiată. 

Imagine adaptată de la [Takacs et al 2011a]. 

 Schimbările în lărgimile de linii sunt minore dar de observat, și este evident 

că liniile hiperfine sunt influențate de schimbările mediului înconjurător. 

Rezultatele arată că lărgirile sunt linear proporționale cu creșterea concentrației de 

oxigen din soluție care în acelaș timp are și un efect de schimbare asupra formei 

spectrului. 

 După cum a mai fost menționat, cantitățile de oxigen joacă un rol important 

în sistemele biologice iar posibilitatea de a detecta această cantitate sau de a 

cuantifica este un avantaj și un rol important revine spectroscopiei RES, folosind 

radicali nitroxidici. 
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3.3. Detecția radicalilor liberi folosind capcane de spini 

 

 Rezultatele prezentate în acest subcapitol au fost publicate în [Bolojan et al 

2012]. 

 În metabolismul celular este posibil ca să se formeze specii reactive ai 

oxigenului care ulterior pot produce diferite boli [Hallivell 1997, Freeman 1982, 

Fantone 1985]. Acești radicali liberi ai oxigenului au o durată de viață foarte scurtă 

și cea mai bună metodă de detecție a lor este prin tehnica de capcane de spini 

folosind nitroni ca și capcane de spin prin spectroscopie RES [Spasojevic 2010]. 

Prin folosirea capcanei de spini DEPMPO este posibilă monitorizarea radicalului 

liber de superoxid generat din superoxidul de potasiu. 

 Superoxidul de potasiu (KO2) este folosit în echipamente respiratorice 

pentru a produce oxigen din dioxid de carbon și vapori de apă. Soluția de stoc de 

superoxidul de potasiu a fost obținut din 1 g de KO2 dizolvat într-un volum de 1 ml 

de DMSO care a fost agitat timp de 5 minute după care excesul de superoxid de 

potasiu a fost îndepărtat prin centrifugare la 700 rpm. Trei reacții au fost pregătite 

prin metoda descrisă de [Reiter et al 2000, Jia et al 2008]. Reacția A a fost produsă 

prin adăugarea unei cantități de 1 µl de soluție stoc KO2 la 99 µL 50 mM soluție 

tampon PBS conținând 10 mM de DEPMPO și 0.1 mM de DTPA.  Reacția B a fost 

indus din 10 µl KO2 în 90 µl 50mM PBS cu conținut de 15 mM DEPMPO și 0.1 

mM DTPA. Reacția C a fost inițiat din 20 µl KO2 la 80 µl 50 mM PBS cu conținut 

adițional de 20 mM DEPMPO și 0.1 mM DTPA. 

 Superoxidul,


2O  este generat după dizolvarea superoxidului de potasiu în 

DMSO, care după contactul cu mediul apos va forma legături de hidrogen și se va 

transforma în  
HOO  și 

HO [Afanas'ev 1989, Singh Evans 2006]. Acești radicali 

liberi sunt confirmați folosind capcana de spini DEPMPO prin spectroscopie RES, 

deoarece conform [Bacic et al 2008, Stolze et al 2000] ele formează spin aducți 

stabili diferențiabil. 
  HOHOOOOH2O 222       (3.3.1) 

  Din simularea spectrelor, folosind programul WINSIM 2002 [Duling 1994] 

au fost obținute rezultatele prezentate în Tabel 3.3.1 care sunt consistente cu valorie 

din literatură [Frejaville et al 1995, Bacic et al 2008, Mojovic et al 2005]. Valorile 

constantelor hiperfine obținute pentru reacția A sunt conform literaturii [Mojovic et 

al 2005, Ouari et al 2011], și identifică două componente a radicalilor OH într-un 

raport de 15 % și 85 %. În reacția B radicalii OH sunt prezenți într-un procent de 83 

% iar radicalii OOH doar într-un procent de 17 %. În reacția C radicalul OOH este 

identificat prin două componente într-un raport de 57 % și 35 % iar radicalul OH 

are o contribuție de 7% la spectrul final. 



 

 

19 

3300 3320 3340 3360 3380

(b)

(b)

(a)

(a)

(b)

Magnetic Field / G

sample A

sample B

sample C

(a)

 
Figura 3.3.1. Reprezentarea spectrului RES experimental (a) și cel simulat (b). Imagine adaptată de la 

[Bolojan et al 2012]. 

Tabel 3.3.1. Valorile constantelor hiperfine a spin aducților DEPMPO pentru cele trei reacții.. 

 Studiul evoluției în timp a reacției A a rezultat într-o degradare rapidă de 10 

min a spin aductului DEPMPO/OH, în cazul reacției B stabilitatea aducților era mai 

mare și măsurabilă chiar și după 25 de minute iar reacția C are o degradare tip 

Hyperfine 

(G) 

DEPMPO/OH DEPMPO/OOH 

Sample A 
Sample 

B 

Sample 

C 

Sample 

A 

Sample 

B 

Sample C 

Conformer 

I 

Conformer 

II 

Conformer 

I 

Conformer 

II 

Na  14.12 14.04 14.53 14.4 - 13.07 13.01 13.07 

β
Na  13.26 13.28 14.07 13.26 - 9.22 10.63 11.15 

Pa  50.4 50.62 51.38 47.42 - 49.6 49.46 50.68 

)(1H
γ
Ha  0.89 0.96 1.07 1.01 - 0.91 0.87 0.96 

(6H)
γ
Ha  0.43 0.44 0.39 0.41 - 0.48 0.34 0.41 
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DEPMPO/OOH pentru un timp de 25 min după care forma spectrului se schimbă în 

forma unui spectru DEPMPO/OH. 

 

0 5 10 15 20 25

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

1.1

 sample A

 sample B

 sample C

 exponential fit: I=I
0
exp(-k t)

N
o

r
m

a
li

z
e
d

 d
o

u
b

le
 i

n
te

g
r
a

te
d

  
E

P
R

 s
p

e
c
tr

u
m

 (
a

.u
.)

Time / min
 

Figura 3.3.2. Curele de degradare pentru aducții de spin a superoxidului-DEPMPO. Figură adaptată 

de la [Bolojan et al 2012]. 

 Curbele de degradare a celor trei reacții sunt reprezentate în Figura 3.3.2, 

iar timpul de înjumătățire a spin aducților DEPMPO, determinate conform [Khan et 

al 2003, Bilsky et al 1996], sunt următoarele: pentru reacția A 2.7 min, pentru 

reacția B 10 min iar pentru reacția C 3.6 min. Acești timpi de înjumătățire exprimă 

stabilitatea aducților generați de capcana de spin și în acelaș timp au o mare 

dependență de cantitatea de superoxid de potasiu și DEPMPO folosit în reacție 

[Singh Evans 2006]. 
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4.  PROTEINE STUDIATE PRIN MARCAREA DE SPINI 
 

4.1. Materiale și metode 

 

 Hemeritrina folosită în acest studiu a fost preparată și purificată conform 

protocolului descris în articolul [Mot et al 2010]. Hemoglobina folosită a fost 

extrasă și purificată de Dr. Cristina Bischin. Marcărul de spin MTSSL a fost 

dizolvat în DMSO și a fost preparată o soluție stoc de 100 mM.  

 Proteinele au fost suspendate în soluție tampon PBS și spălate cu un agent 

de reducere, DTT cu o concentrație de 10 mM timp de 2 ore la 4°C. DTT-ul a fost 

eliminat din sistem prin centrifugare folosind filtre Millipore de 10 kDa. Probele au 

fost centrifugate cu o centrifugă Beckman J21B de 6 ori la 4°C, 5000 rpm pentru un 

interval de 30 de min fiecare. După eliminarea DTT-ului din sistem marcărul de 

spin a fost adăugat cu un exces de 10 ori la fiecare cisteină, probele au fost incubate 

peste noapte la 4°C. Excesul de MTSSL a fost eliminat din sistem prin centrifugare 

în filtre Millipore de 10 kDa la 5000 rpm, 4°C pentru 30 min de 5 ori în total. După 

marcare abrevierea de R1 [Czogalla et al 2007] este folosită pentru spin label, 

Hr51R1 și Hb92R1. 

 Eficiența de marcare a fost determinată pentru fiecare probă si rezultatele 

sunt următoarele: 91 % eficiență de marcare pentru hemeritrină respectiv 82 % 

pentru hemeritrină în proba în care pasul cu spălare cu DTT a fost omis, iar 97 % 

eficiență de marcare în cazul hemoglobinei. Procedura de marcare a acestor 

proteine și rezultatele au fost publicate [Takacs et al 2013a]. 

 Măsurătorile RES au fost efectuate pe un spectrometru RES Bruker-Biospin 

EMXmicro cu un rezonator TE-102 echipat cu control de temperatură în banda X. 

Frecvența de microunde a fost setată la 9.45 GHz, o putere de 4 mW cu o frecvență 

de modulare de 100 kHz, o modulație de amplitudine de 1 G și a fost folosită o 

atenuare de microunde de 17 dB. Probele măsurate se aflau în capilare de cuarț într-

un volum de 15 µL. 

 Spectrele obținute au fost simulate folosind programul RES pentru radicali 

nitroxidici Multi-Component EPR Fitting v2 versiunea 495, un program LabVIEW 

făcut de Dr. Christian Altenbach de la Universitatea din California, Los Angeles, 

California (https://sites.google.com/site/altenbach/labview-programs/epr-

programs/multicomponent). Calculele și reprezentările au fost efectuate în 

programul OriginPro 8.0.  

https://sites.google.com/site/altenbach/labview-programs/epr-programs/multicomponent
https://sites.google.com/site/altenbach/labview-programs/epr-programs/multicomponent
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4.2. Studiul hemeritrinei și hemoglobinei în diferite medii 

 

 Spectrul RES a hemeritrinei marcate cu spini (Hr51R1) este reprezentat în  

Figura 4.2.1.a, împreună cu spectrul simulat iar spectrul hemoglobinei marcate 

(Hb92R1) poate fi găsit la Figura 4.2.1.b. Cum s-a mai menționat, hemritrina poate 

exista în alte forme decât octamer, în stare monomerică [Langeman et al 1969], 

dimerică [Sieker et al 1981], trimerică [Smith et al 1983] sau tetramerică [Sieker et 

al 1981]. Acest lucru a fost confirmat și de datele obținute din simulare. Simularea 

spectrelor de hemeritrina s-a realizat cu ajutorul a 3 componente iar simularea 

spectrelor de hemoglobina cu ajutorul a 2 componente. Rezultatele obținute pentru 

parametrii RES sunt reprezenate în Tabel 4.2.1 pentru hemeritrina marcată și Tabel 

4.2.2 pentru hemoglobina marcata, rezultate publicate [Takacs et al 2013a]. 

3300 3320 3340 3360 3380 3400 3420

Magnetic Field / G

a

experimental

simulated

3300 3320 3340 3360 3380 3400 3420

Magnetic Field / G

b

experimental

simulated

 
Figura 4.2.1.a. Spectrul RES experimental și simulat a hemeritrinei marcate. b. Spectrul RES 

experimental și simulat a hemoglobinei marcate. 

 Cele trei componente folosite în simularea spectrului de hemeritrină 

marcată au fost interpretate conform structurii proteinei. Componenta rapidă 

corerspunde conformației monomerice, componenta  lentă corespunde conformației 

native octamerică fiind prezent în cel mai mare raport iar componeta intermediară 

corespunde unui amestec de diferite conformații dimerice, trimerice și tetramerice. 

 Proteinele marcate au fost analizate în diferite medii cu vîscozitate 

controlată prin diferiți agenți, rezultatele acestui studiu pot fi găsite la [Takacs et al 

2013b, Takacs et al 2013c]. S-a folosit 0 -85 % m/m glicerol ca agent care schimbă 

vîscozitatea soluției dar fiind o moleculă mică nu interacționează cu proteina, 0 – 45 

% m/m PEG-4000 agent care schimbă vîscozitatea soluției și fiind o moleculă cu o 

dimensiune mare interacționează cu proteina prin ciocniri iar 0 – 200 mg/ml 

albumină bovină (BSA) a fost utilizată pentru a studia efectul de suprapopulare 

[Ellis 2001] în mediul înconjurător. 

 Analiza spectrelor de hemeritrina în prezența glicerolului prin simulare a 

condus la următoarele rezultate, fracțiunea structurii octamerice are o creștere de la 

68.34 % la 84.03 % cu o schimbare în timpul de rotație corelațională de la 4.26 ns 

la 25.6 ns în timp ce fracțiunea intermediară scade de la 22.57 % la 14.82 % având 
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o schimbare în mobilitate de la 3.5 ns la 10.1 ns iar componenta monomerică scade 

de la 9.09 % la o contribuție de 1.15 % cu o schimbare în mobilitate de la 1.16 ns la 

4.06 ns. În prezența PEG-4000 conformația octamerică își schimbă fracțiunea de la 

68.34 % la 86.02 % în timp ce timpul de rotație corelațională se schimbă de la 4.26 

ns la 18.5 ns, conformația intermediară de la 22.57 % la 13.98 % cu o schimbare în 

mobilitate de la 3.5 ns la 9.19 ns iar conformația monomerică are a o variație de la 

9.09 % la 2.4 % și o variație în mobilitate de la 1.16 ns la 2.45 ns. În prezența BSA 

următoarele schimbări în conformație au fost observate: conformația octamerică își 

schimbă fracțiunea de la 68.34 % la 59.23% în timp ce timpul de rotație 

corelațională variază de la 4.26 ns la 7.54 ns; conformația intermediară variază de la 

22.57 % la 21.27 % cu o schimbare în mobilitate de la 3.5 ns la 4.28 ns iar 

componenta rapidă crește de la 9.09 % la 19.05 % cu o schimbare în mobilitate de 

la 1.16 ns la 2.16 ns. 

Tabel 4.2.1. Valorile parametrilor RES obținute prin simulare pentru hemeritrina marcată. 

Tabel 4.2.2. Valorile parametrilor RES obținute prin simulare pentru hemoglobina marcată. 

 În cazul hemoglobinei marcate rezultatele obținute prin folosirea 

glicerolului au fost următoarele, prima componentă scade în fracțiune de la 21.21 % 

la 13.59 %  în timp ce timpul de rotație corelațională se modifică de la 3 ns la 6.15 

ns iar a doua componentă are o variație în fracțiune de la 78.79 %  la 86.41 % cu o 

modificare în mobilitate de la 4.73 ns la 9.45 ns. În studiul unde PEG-4000 a fost 

folosită componenta 1 are o schimbare în fracțiune de la 21.21 % la 19.63 % în timp 

ce timpul de rotație corelațională se modifică de la 3 ns la 6.44 ns, iar a doua 

componentă se modifică în fracțiune de la 78.79 % la 80.37 % în timp ce 

mobilitatea este afectată cu o schimbare în timpul de rotație corelațională de la 4.73 

ns la 8.61 ns. Prin prezența albuminei în sistemul studiat s-a produs o variație în 

fracțiunea primei componente de la 21.21 % la 18.09 % în timp ce timpul de rotație 

corelațională s-a schimbat de la 3 ns la 3.56 ns iar a doua componentă a fost afectată 

cu o schimbare de la 78.79 % la 81.91 % in fracțiune și cu o schimbare în mobilitate 

de la 4.73 ns la 5.34 ns.  

 

Hr51R1 

Comp. 

fraction 

(%) 

Rotational 

correlation 

time, τc (ns) 

Hyperfine tensor A 

values 
g- tensor values 

Ax Ay Az gx gy gz 

Comp. 1 68.34 4.26 7.35 7.65 33.02 2.0087 2.0067 2.0032 

Comp. 2 22.57 3.5 8.25 8.55 32.05 2.0085 2.0065 2.0045 

Comp. 3 9.09 1.16 8.55 8.85 31.56 2.0085 2.0065 2.0041 

Hb92R1 

Comp. 

fraction 

(%) 

Rotational 

correlation 

time, τc 

(ns) 

Hyperfine tensor A 

values 
g- tensor values 

Axx Ayy Azz gxx gyy gzz 

Comp. 1 21.21 3 9.83 10.13 33.68 2.00704 2.00504 2.00393 

Comp. 2 78.79 4.73 5.9 6.2 34.76 2.00802 2.00602 2.00229 
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4.3. Studiul de denaturare a hemeritrinei și a hemoglobinei 

 

 Acest capitol prezintă rezultatele obținute din studiul de denaturare a 

hemeritrinei și a hemoglobinei marcate cu spini. Folosind spectroscopia RES au 

fost determinate prin două metode parametrii termodinamici, energia Gibbs liberă 

în absența denaturantului, entalpia, entropia și căldura specifică. Studiile de 

denaturare din care se pot determina acești parametri se bazează pe studiul curbelor 

de degradare. Aceste curbe de degradare sunt obținute prin reprezentarea unor 

variabile dependente împotriva efectului de denaturare [Klug et al 1995, Klug et al 

1998]. Două metode au fost folosite și comparate în generarea curbelor de 

degradare, prima metodă fiind variabila dependentă diferența ariei dublei integrale a 

spectrului RES în diferite stadii de degradare față de aria dublei integrale a 

spectrului RES când proteinele  se află în stare nativă. A doua metodă folosește ca 

variabilă dependentă timpul mediu de rotație corelațională, luând în considerare și 

fracțiunea diferitelor componente spectrale. Aceste variabile sunt reprezentate în 

funcție de agentul de denaturare, concentrația de clorură de guanidină, temperatură 

sau pH după care o sigmoidală Boltzmann este fitată la punctele reprezentate 

obținând astfel curbele de denaturare (fD) pentru fiecare proces. Aceste curbe de 

denaturare sunt o reprezetare a fracției denaturate, fD, pe o scală de la 0 la 1 în 

funcție de denaturant. 

 Proteinele au fost denaturate prin metodă chimică folosind clorură de 

guanidină care are efect similar ureei într-o concentrație de 0 – 5 M, după ce curba 

de denaturare a fost obținută prin ambele metode folosind ecuațiile 4.3.1 – 4.3.2 a 

fost determinată energia Gibbs liberă în absența denaturantului. 

D

D
eq

f-1

f
K              (4.3.1) 

eqlnKTRΔG      (4.3.2) 

nt]m[denaturaΔGΔG 0          (4.3.3) 

Folosindu-ne de faptul că sistemul se află în echilibru [Pace 1986, Kellis et al 1989] 

când fracțiunea denaturată a proteinei este egală cu fracțiune în stare nativă (punctul 

de tranziție Cm) deoarece parametrul de echilibru, Keq, este 1 iar energia Gibbs 

liberă este 0 și din restul ecuației 4.3.3 putem afla energia Gibbs liberă în absența 

denaturantului reprezentând stabilitatea proteinei. Datele obținute pentru cele două 

proteine marcate sunt reprezentate în Tabel 4.3.1 pentru hemeritrina marcată iar în 

Tabel 4.3.2 pentru hemoglobina marcată cu spini. 

Tabel 4.3.1. Parametrii termodinamici ai hemeritrinei marcate determinate prin cele două metode. 

Hb92R1 ∆G0 (kcal∙mol-1)  m (kcal∙mol-1∙M-1) Cm (M) 

Method 1 2.21 1.07 2.06 

Method 2 2.68 1.28 2.08 

Tabel 4.3.2. Parametrii termodinamici ai hemoglobinei marcate determinate prin cele două metode. 

Hr51R1 ∆G0 (kcal∙mol-1)  m (kcal∙mol-1∙M-1) Cm (M) 

Method 1 6.26 2.53 2.47 

Method 2 5.74 2.47 2.33 
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 Curbele de denaturare determinate prin denaturare termică, pe un interval 

de 20 – 60 °C, pot fi analizate utilizând ecuațiile van’t Hoff 4.3.4 – 4.3.5 (analiza 

van’t Hoff), pentru a determina entalpia van’t Hoff și entropia sistemlui în punctul 

de tranziție (Tm) unde sistemul se află în echilibru pentru a folosi aceste valori 

împreună cu valoarea energiei Gibbs în absența denaturantului pentru a determina 

entalpia, entropia și căldura specifică a sistemului folosind ecuațiile 4.3.6 – 4.3.8 

[Becktel and Schellman 1987]. 

 eqlnKTRΔSTΔHΔG                      (4.3.4) 

R

ΔS

TR

ΔH
lnK eq 


                         (4.3.5) 

Valorile obținute din analiza van’t Hoff pentru cele două proteine pot fi găsite în 

Tabel 4.3.3 în cazul hemeritrinei și în Tabel 4.3.4 în cazul hemoglobinei. 

Hr51R1 
∆HvHoff 

(kcal∙mol-1) 

∆H 

(kcal∙mol-1) 

293K 

∆Sm (cal∙K-

1∙mol-1)  

∆S (cal∙K-

1∙mol-1) 

293K 

Tm (K) 

∆Cp  

(cal∙K-

1∙mol-1) 

Method 1 104.70 39.26 325.81 112.62 321.36 2307.23 

Method 2 107.65 26.67 335.42 71.45 320.95 2897.17 

Tabel 4.3.3. Rezultatul analizei van't Hoff și restul parametrilor termodinamici pentru hemeritrina 

marcată prin ambele metode. 

Hr51R1 
∆HvHoff 

(kcal∙mol-1) 

∆H 

(kcal∙mol-1) 

293K 

∆Sm (cal∙K-

1∙mol-1) 

∆S (cal∙K-

1∙mol-1) 

293K 

Tm (K) 

∆Cp  

(cal∙K-

1∙mol-1) 

Method 1 33.46 13.18 103.23 37.47 324.11 651.72 

Method 2 35.21 23.23 109.10 70.16 322.80 401.98 

Table 4.3.4. Rezultatul analizei van't Hoff și restul paramerilor termodinamici pentru hemoglobina 

marcată prin ambele metode 

 )T(TΔCΔHΔH 0p

0            (4.3.6) 

0

p

0

T

T
lnΔCΔSΔS          (4.3.7) 

)
T

T
lnTT(TΔCΔSTΔHΔG(T)

0

0p

00     (4.3.8) 

 Proteinele au fost investigate in diferite medii cu o varietate de pH a soluției 

tampon. Zona acidică, pH 3, 4, 5, 6 a fost realizată folosind soluție de tampon de 

citrat; pentru pH 7, 7.2, 7.6, 7.8 fosfat de sodiu s-a folosit ca și soluție tampon iar 

pentru pH 8, 9 , 10 , 12 soluție de tampon de borat a fost folost. Conform literaturii 

[Bhadresh and Jayant 2001] în jurul punctului de tranziție, pHm, logaritmul 

parametrului de echilibru este linear dependentă de pH și dependentă de protonarea 

și deprotonarea soluției în care se află. 

)pH(pHΔνlogK refeq                        (4.3.9) 

Parametrul ∆υ este numărul de protoni schimbați prin intermediul procesului de 

denaturare și poate fi determinat folosind ecuația 4.3.10 [Ibarra-Molero et al 1999]. 

)pH(pHΔνTR(ln10)ΔGΔG(pH) ref

0      (4.3.10) 



 

 

26 

 Folosind cele două metode au fost determinate curbele de denaturare 

separat pentru zona acidică și pentru zona bazică a scalei de pH. Rezultatele 

obținute pentru protonarea și deprotonarea hemeritrinei maracte se găsesc în Tabel 

4.3.5 iar pentru hemoglobina marcată în Tabel 4.3.6. 

∆υ Method 1 Method 2 

Acidic Range 7.33 8.12  

Basic Range -1.80  -3.51  

Tabel 4.3.5. Schimbul de protoni în denaturarea cu pH pentru hemeritrina marcată. 

∆υ Method 1 Method 2 

Acidic Range 0.857  1.44  

Basic Range -2.42  -2.39  

Tabel 4.3.6. Schimbul de protoni în denaturarea cu pH pentru hemoglobina marcată. 

 Rezultatele și procedurile prezentate în acest capitol urmează să fie 

publicate în [Takacs et al 2013d]. 
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CONCLUZII    
 

 Spectroscopia RES s-a dovedit a fi un instrument foarte important în 

analiza sistemelor biologice datorită sensibilității și a acurateței. Prin utilizarea 

technicii de marcare de spini în combinație cu spectroscopia RES a hemeritrinei și a 

hemoglobinei în diferite medii am obținut rezultatele așteptate. Fiecare schimbare 

de mediu a fost reflectat în forma spectrului și în acelaș timp în valorile obținute din 

simulare. 

 Radicalii nitroxidici și capcanele de spini au o gama largă de aplicație ele 

pot fi folosite pentru diferite detecții directe dacă acest lucru este posibil cum ar fi 

în cazul proteinelor dar în acelaș timp și în detecția indirectă, de exemplu oximetria 

sau detecția radicalilor liberi cu viață foarte scurtă.  

 Studiul de marcare a hemeritrinei este primul studiu de acest gen, fiind 

prima marcare a acestei proteine. De asemenea există posibilitatea de a studia o 

proteină importantă, datorită capacității de legare de oxigen, propus ca soluție 

alternatvă pentru înlocuitori de sânge [Alayash 2004, Tsuchida et al 2009, Mot et al 

2010, Fischer-Fodor et al 2011], printr-o tehnică alternativă poate fi considerat un 

avantaj. 

 Studiul de denaturare prezintă două metode care pot fi folosite pentru a 

determina parametri termodinamici pentru proteine, și în acelaș timp poate fi 

determinată stabilitatea proteinelor. Prin ambele metode au rezultat valori apropiate, 

o dovadă ca ambele metode sunt bune și pot fi folosite. În acelaș timp valorile 

obținute în această lucrare sunt conform valorilor aflate în literatură.  

Câteva exemple din literatură pentru hemoglobina umană [Ip and Ackers 

1977, Valdes and Ackers 1977a, Valdes and Ackers 1977b] entalpia a fost 

determinată să fie 23.5 – 24.5 kcal·mol
-1

, iar entropia 40.4 – 46.1 cal·mol
-1

, aceste 

valori sunt valori apropiate de valorile obținute în această lucrare pentru 

hemoglobina bovină. Energia Gibbs în absența denaturantului este puțin mai 

scăzută decât cea determinată de [Haynie 2001] fiind între 3.6 – 5.1 kcal·mol
-1

 

pentru hemoglobina umană. Diferența poate fi rezultatul diferențelor între cele două 

tipuri de proteine și a altor numeroase factori. 

Entalpia determinată de [Pace et al 1998] pentru diferite versiuni a 

ribonucleozei au fost găsite între 68 – 126 kcal·mol
-1

, iar entropia a fost determinată 

între 218 – 388 cal·mol
-1

, căldura specificifică a acestor proteine este între 1.3 – 1.9 

kcal·mol
-1

 iar energia Gibbs liberă 2.8 – 9.3 kcal·mol
-1

. Datele obținute pentru 

energia Gibbs în absența denaturantului de [BinSheng 2011, Halim et al 2008, 

Kumar et al 2005, Greene and Pace 1974] petru β – lactoglobulină  arată o 

stabilitate de 11.7 – 12.5 kcal·mol
-1

, iar pentru α – chymotrypsin 8.3 – 8.7 kcal·mol
-

1
, și albumina umană (HSU) 5.98 – 6 kcal·mol

-1
, și BSA 4.04 – 4.6  kcal·mol

-1
, din 

faptul că ultimele două proteine fiind mult mai mari decât primele două reiese că nu 

întotdeauna proteinele mai mari au o energie Gibbs mai mare, așa cum am văzut și 

în cazul hemoglobinei.  
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