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INTRODUCERE

Evolutia biochimiei a fost exploziva in ultimul secol rivalizand cu alte
discipline precum fizica si chimia. Datoritd acestei evolutii stim ca sistemele vii
sunt bazate pe elemente organice amestecate cu elemente anorganice si ca legile
fizicii se aplica in acelas fel si in sistemele vii. Prin combinarea ideilor din chimie si
fizica, complexitatea sistemelor vii pot fi studiate si intelese mai usor.

Proteinele au caracteristici unice intre macromolecule, participd la fiecare
reactie care sunt prezente in sistemele biologice si suportd o cantitate mare de
activitati biologice.

Studiul proteinelor reprezinta o importantd mare in comunitatea stiintifica
modernd, deoarece studiile de genetica moleculara au ardtat ca mai multe boli
provin din defectiuni de proteine. Prin studierea si intelegerea comportamentului
proteinelor informatiile obtinute ajutd in dezvoltarea industriei farmaceutice.

Aceastd lucrare prezintd rezultatele obtinute din studiul a doud proteine
transportoare de oxigen, hemeritrina si hemoglobina, folosind tehnica de marcare de
spini (site directed spin labeling - SDSL) combinata cu spectroscopia RES
[Altenbach et al 1989, Altenbach et al 1990]. De asemenea lucrarea poate fi
considerata prima marcare de spini a hemeritrinei [ Takacs et al 2013a].

Prin folosirea spectroscopiei RES in studiul proteinelor avem avantajul ca
probele studiate sunt proteine vii si pot fi investigate intr-un mediu asemanator
mediului lor nativ.

Cele doua proteine, hemeritrina si hemoglobina, au o importanta mare
datoritd capacitatii de a lega si de a transporta oxigen, de asemenea, recent,
hemeritrina a fost propusa ca o solutie alternativa ca si inlocuitor de sange [Alayash
2004, Tsuchida et al 2009, Mot et al 2010, Fischer-Fodor et al 2011].

Lucrarea este structurata in patru capitole principale .

Capitolul 1 prezinta proteinele, o descriere generala a elementelor
structurale de proteine fiind prezentate impreuna cu functia si proprietatile
specifice. Sunt prezentati aminoacizii si proprietatile lor, sunt definite lanturile
polipeptidice, sunt descrise structurile secundare, tertiare si cuaternare. Pe langa
introducerea generald, sunt prezentate cele doua proteine studiate, hemeritrina si
hemoglobina. De asemenea sunt descrise, Structura detaliata, dimensiunea si
aranjamentele spatiale impreuna cu functia si rolul lor in legarea si transportul de
oxigen.

Capitolul 2 prezinta tehnicile care sunt utilizate in prezent in studiul
proteinelor (spectroscopie IR, spectroscopie Raman, circular dicroismul si tehnica
RMN), care sunt prezentate ca informatii comparative cu tehnica folosita in aceasta
lucrare. Bazele spectroscopiei de rezonantd electronica de spini in unda continua
sunt descrise impreuna cu spectrometrul in banda X.

Capitolul 3 prezinta o scurta introducere a derivatelor de nitroni, din care
fac parte si marcarii de spini (spin label) si compusii folositi in detectia radicalilor
liberi cu tehnica de capcane de spini (spin trap). In acelas timp un subcapitol descrie
technica de marcare de spini (site directed spin labeling), avantajele si diferite
versiuni a marcarilor folosite. Rezultatele publicate sunt prezentate [Takacs et al
2011a, Takacs et al 2011b] in baza unor studii de oximetrie prin spectroscopie RES
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folosind marcarul de spin TEMPO pentru detectia indirectd a cantitatii de oxigen
din sistemele biologice mai exact in liposomi. Al treilea subcapitol prezintd
rezultatele publicate [Bolojan et al 2012] din studiul de detectie a radicalilor liberi
generate din superoxidul de potasiu folosind capcana de spin DEPMPO. In acelas
timp este discutatd si prezentata si tehnica de spin trapping.

Capitolul 4 se concentreazd pe studiul proteinelor, hemeritrina si
hemoglobina, prin site directed spin labeling, folosind marcarul de spin MTSSL.
Prima parte a acestui capitol descrie procedura si rezultatele, eficientele, obtinute
folosind marcarul de spin MTSSL, rezultate care au fost publicate [Takacs et al
2013a]. Urmeaza studiul de dinamica a proteinelor, [Takacs et al 2013b, Takacs et
al 2013c], unde proteinele separat au fost investigate in diferite medii controlate cu
glycerol, PEG-4000 si albuminad. Agentii au fost selectati pentru a putea crea un
mediu artificial controlat care seamana cu mediul nativ al proteinelor. Glicerolul
schimba viscozitatea solutiei dar in acelas timp fiind o moleculd mica nu are efect
asupra proteinei studiatd. PEG-4000 fiind o molecula relativ mare apar ciocnirile
intre proteine si mediu. De asemenea albumina este o proteina relativ mare care are
proprietatea de a se atasa de alte proteine si in cazul acesta a fost studiat efectul de
suprapopulatie [Ellis 2001].

A doua parte a acestui capitol trateaza degradarea proteinelor. S-au selectat
diversi agenti care au efect de degradare, precum clorurda de guanidina, pH si
temperatura. Proteinele au fost studiate separat in aceleasi conditii precum si
determindnde-se si parametrii termodinamici, energia Gibbs liberd, entalpia,
entropia si caldura specifica. S-au folosit doud metode, fiecare fiind descris detaliat,
una se bazeaza pe diferenta de arie a spectrului fata de spectrul proteinei in stare
nativa, iar cealaltd metoda se bazeaza pe timpul de corelare mediu a proteinei.
Fiecare fiind o variabild dependentd este folositd pentru a forma curbele de
degradare pentru fiecare proces. Rezultatele obtinute, urmeaza sa fie publicate
[Takacs et al 2013d], sunt conform exemplelor din literatura demonstrand ca
ambele metode pot fi folosite ca si o metodad alternativa pentru calorimetrie a
proteinelor. In aceleas timp rezultatele obtinute justificd ci metoda de marcare de
spini a proteinelor prin spectroscopie RES este o metoda importanta care poate fi
folosita ca metoda alternativa in diferite studii de proteine.



1. CARACTERIZAREA PROTEINELOR
1.1. Proteinele

Acest capitol prezinta unul dintre cele mai importante componente ale unui
Organism viu, proteinele. Proteinele se gasesc in toate organismele vii, de la bacterii
la mamiferi, reprezinta aproape 50 % a greutatii celulare, fiind prezente 1in cel mai
mare raport comparat cu alte biomolecule [Whitford 2005].

Proteinele pot adapta diferite functii biologice ca si transport, receptor,
transmitere semnal sau depozitare, dar in ciuda diversitatii mari a proteinelor toate
au o structura de baza comuna, ele sunt formate dintr-un lant linear de aminoacizi
numit si lant polipeptidic. In ciuda diversitatii ridicate de functii si structurd a
proteinelor doar 20 de aminoacizi sunt cunoscute si toate au o compozitie similara.

Aminoacizii sunt compusi care contin un grup carboxil la un capit si un
grup amino in vecinatate legat de atomul de carbon din grupul carboxil. Grupul
carboxil doneazd un proton grupului amino intr-un fel ca in absenta unui mediu
acidic sau bazic aminoacidul poartd o sarcind negativa si pozitiva in acelas timp,
fenomen numit gi zwitterion.

Aminoacizii se gasesc in forma solida cristalind alba, cu proprietati foarte
atipice moleculelor organice, si cu punctul de topire intre 200 - 300°C [Whitford
2005]. Sunt legate intr-o retea cristalind iar grupul incarcat este responsabil pentru
conductivitatea electrica in solutii apoase si pentru momentul dipolic ridicat.

Compusii cum ar fi aminoacizii cu posibilitatea de a actiona atat ca acid cat
si bazd au o proprietate importanta, punctul izoelectric pl. Punctul izoelectric este
valoarea pH-ului la care numarul de sarcini pozitive pe molecula este egal cu
numarul de sarcini negative. Punctul izoelectric este dat de pK-ul mediu in care
exista fenomenul de zwitterion [Buxbaum 2007].

Cand mai multi aminoacizi sunt legati intre ei, ei alcatuiesc o legatura
peptidica. O legatura peptidica se formeaza cand gruparea amino a unui aminoacid
ia parte intr-o reactie cu gruparea carboxil a unui alt aminoacid intr-o forma de
condensare rezultind din eliminarea apei [Whitford 2005]. Mai multi aminoacizi
legati prin legaturi peptidice rezultd intr-o serie numitd reziduu. Versiunile mai
scurte sunt reziduuri de peptide iar versiunile mai lungi si complexe sunt numite
polipeptide. Diversitatea aminoacizilor serveste pentru o multime de functii diferite
in proteine. Desi la prima vedere poate parea ca proteinele sunt spirale polipeptidice
intamplatoare, ele nu sunt. Existd citeva interactiuni intermoleculare care
influenteaza aranjarea structurald a lanturilor polipeptidice intr-o anumita structura
cu scopul ca proteina finald sa poatd sa-si desfasoara activitatea.

Aranjamentul liniar de aminoacizi [Alberts 2002] intr-o secventa proteica
se numeste structura primard a proteinei. Structura primara este aranjamentul bi-
dimensional a unei proteine care se numeste si coloana vertebrala a proteinei.
Structura primara incepe cu grupul amino, terminalul N, si se termind cu gruparea
carboxil, terminalul C.

Datoritad diferitelor unghiuri de legaturi dintre elemente proteinele au o
strucuturd tri-dimensionald, care se numeste si structura secundara. Existd trei



unitdti structurale de bazad care formeazd structura secundard a proteinelor:
helixurile a, foile P si legaturile y; restul structurilor sunt o combinatie a acestor.

Pentru determinarea structurii secundare a unei proteine, existd cateva
metode disponibile, cum ar fi difractia cu raze X, micrsocopie electronicd de
proteine cristalizate sau rezonanta magnetica nucleara a proteinelor in solutii.

Prin legarea elementelor structurii secundare obtinem o forma tri-
dimensionald, care In mare parte este stabilizat de interactiuni noncovalente dintre
aminoacizi, fiind structura tertiara a proteinei. Aceasta structura descrie conformatia
globala a proteinei sau mai precis descrie aranjarea spatiald a elementelor de
strcutura secundara, Figura 1.1.1.

Structura tertiard este determinatd de diferite interactiuni ionice sau Van
der Waals. O fortd dominanta in formarea structurii tertiare este efectul hidrofobic,
rezultdnd ca aminoacizii polari sa se ageze pe suprafata, de ex. proteinele globulare
[Whitford 2005, Alberts 2002]. Stabilitatea structurii tertiare este rezolvata de
legaturile de hidrogen si puntile disulfidice (legaturi S - S) dintre cisteine [Buxbaum
2007].

De multe ori o proteina contine mai multe lanturi polipeptidice, care rezulta
intr-0 forma functionald cu o structurd cuaternard. Un exemplu simplu pentru
proteind cu structura cuaternara este hemoglobina, contine patru subunitati (lanturi
polipeptidice) si are o structura tetramerica. Structura cuaternara poate fi clasificata
in functie de numarul de subunitati; dimer, trimer, tetramer, octamer etc. in acelas
timp dacd subunitdtile sunt identice sau diferite vorbim de homo sau hetero.
Structura cuaternard este foarte similard cu structura tertiard cu diferenta ca
interactiunile sunt prezente intre subunitati [Whitford 2005].

Cum am vazut si In cazul structurii secundare, tertiare si cuaternare a
proteinelor, ele sunt alcatuite din interactiuni slabe care pot fi rupte chiar si prin
schimbarea conditiilor mediului inconjurator [Buxbaum 2007].

Un factor extern important in denaturare este caldura, cresterea
temperaturii intr-un sistem conduce la miscare moleculara ridicata care ulterior
poate duce la ruperea legaturilor de hidrogen. Daca aceste legaturi sunt rupte unele
structuri devin instabile, helixurile a, care rezultid intr-o slabiciune integrala a
structurii proteice. Alti agenti care au efect de denaturare asupra proteinelor sunt
concentratiile ridicate de saruri, uree, clorurd de guanidind sau solventi (etanol,
acetond). Sarurile au efect de perturbare asupra legiturile ionice, iar schimbarea in
pH poate induce modificéri in ionizarea aminoacizilor care poate rezulta in legaturi
ionice rupte.

Unele proteine sunt mult mai sensibile decat altele la denaturare, cateva
proteine pot fi denaturate prin caldura iar dupa ce sistemul a fost racit sau
denaturantul a fost indepartat ele revin la forma lor initiala si isi reiau activitatea.

Proteinele pot fi clasificate conform functiei lor in trei categorii majore:
proteine fibroase, proteine de membrana si proteine globulare.

Proteinele fibroase sunt structurale, formeaza filamente lungi si sunt
insolubile in solutii apoase. Functia lor majora reiese din numele lor, ele alcatuiesc
fibrele existente in corp. Au o rezistentd si o rigiditate ridicatda si tin structura
impreund. Ei au o secventa aminoacidica individuald si nu au o structurd tertiara
adevarata.



Figura 1.1.1. Reprezentarea structurii tertiare a beta-lactoglobulinei. Imaginea a fost generata folosind
programul de vizualizare UCSF Chimera [Pettersen et al 2004] folosind coordinatele de la
inregistrarea 2GJ5 [Yang et al 2008] din Baza de Date a Proteinelor (Protein Data Bank).

Proteinele de membrana sunt de obicei receptori, oferd canale pentru
molecule incarcate pentru a trece prin membrana celulelor sau contribuie in
adeziunea celulara care permite identificarea celulei. Ele detin o cantitate ridicata de
legaturi de hidrogen.

Proteinele globulare sunt proteine formate din lanturi compacte de
aminoacizi, care sunt adesea indoite in forme sferice. Principala diferentd dintre
proteine fibroase si globulare este ca proteinele globulare sunt solubile in solutii
apoase. Ele pot avea mai multe functii ca si catalizatori biologici, mecanisme de
transport, rol de reglementare ca si element structural din interiorul celulelor.

1.2. Hemeritrina

Hemeritrina (Hr) este un transportor de oxigen [Kurtz 2003] cu o forma
oligomerica. Este o proteina respiratorie responsabila pentru transportul si
depozitarea oxigenului in singele nevertebratelor marine. Desi numele contine
cuvantul hem, hemeritrina este lipsitd 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 gasita in nevertebratele marine, brachipodi,
sipunuclide si anelide. Acestea sunt viermi sedentari si mici nevertebrate gasite in
apele adanci, cu o lungime de 4 — 10 cm. Cea mai studiatd si utilizata este
hemeritrina octamerica care provine din sipunuclidul Phascolopsis gouldii sau
viermele de arahide. Studiile efectuate in aceastd lucrare sunt de asemenea bazate
pe aceasta versiune a proteinei.

Hemeritrina este formatd din 8 subunitdti identice primind structura
principalda homooctamerica, Figura 1.2.1, dar de asemenea poate exista si in alte
forme oligomerice ca si monomer [Langeman et al 1969], dimer [Sieker et al 1981],



trimer [Smith et al 1983] sau tetramer [Sieker et al 1981]. Forma octamerici are o
masa totala de 108 kDa.

Figura 1.2.1. Reprezentarea hemeritrinei octamrice Phascolopsis gouldii. Imaginea a fost generata
folosind programul de vizualizare UCSF Chimera [Pettersen et al 2004] folosind coordinatele de la
inregistrarea 114Y [Farmer et al 2001] din Baza de Date a Proteinelor (Protein Data Bank).

Conform literaturii [Stenkamp 2004] subunitdtile sunt cilindrice cu o
dimensiune de 40 A lungime, o litime de 20 A si 0 masi de 13.6 kDa continand 114
aminoacizi. Subunitatile sunt compuse din patru helixuri o antiparalele avand la o
treime de la un capat complexul de fier binuclear responsabil pentru legarea de
oxigen [Stenkamp 2004]. Subunitatile au in lantul aminoacidic in pozitia 51C o
cisteina care face proteina si fie un candidat ideal pentru studii prin spin labeling
combinata cu spectroscopie RES.

Octamerul Phascolopsis gouldii descris de [Stenkamp 2004] are 0 structura
cu o simetrie 422 (D4) si o dimensiune de 60 x 60 x 40 A cu un canal de 20 A lat
care trece prin centrul proteinei.

Complexul di-fier [Farmer et al. 2000; Jin et al. 2002; Kryatov et al. 2005]
din hemeritrina pe langa oxigen (O,) mai poate lega si alte molecule cum ar fi azida,
clorura sau oxidul de azot [Garbett et al 1969, Nocek et al 1988]. Proteina poate
exista in doud forme: legatd (azidomet- si oxihemeritrina) sau nelegata (met- si
deoxihemeritrina) cand complexul de fier nu leagd o molecula aditionala. Forma
este determinatd de geometria centrului de fier care este diferitd pentru cele doud
forme.

Hemeritrina nu are culoare cand se afld in forma deoxi dar isi schimba
culoarea in roz la oxigenare. Functia ei de a lega oxigenul printr-o procedura
reversibila [Kurtz 2003] este activitatea biologica principald a acestei proteine si
usoara schimbare structurala la punctul de legare pentru a permite intrarea
oxigenului in incinta complexului.



1.3. Hemoglobina

Hemoglobina (Hb), este o proteind globulara, transportoare de oxigen care
contine gruparea hem, ea se gaseste in eritrocite si are ca activitatea biologica
principala transportul de oxigen de la organul respiratoric la tesut. Studiile din
aceastd lucrare sunt bazate pe hemoglobina obtinutd din singe de bovina, Bos
taurus.

Proteina este alcétuitd din patru subunitdti cu o masd moleculara totald de
62 kDa. Contine doud subunitdti alfa, compus din 142 aminoacizi, si doud
subunitati beta, compus din 145 aminoacizi. Proteina are in fiecare subunitate beta o
cisteina nativa in pozitia f92C, facand proteina sa fie un candidat ideal pentru studii
prin spin labeling combinata cu spectroscopie RES.

Structura cristalind a fost determinata de [Perutz et al 1960, Perutz 1965]
din care reiese ca ambele subunitati sunt formate din helixuri a, 6 mai lungi si 2 mai
scurte numite de la A la H. Conform [Paoli et al 2004] structura globulara are un
diametru de 50 - 55 A si subunitatile au o dimensiune de 47 x 35 x 22 A. Datorita
grupului hem, hemoglobina are o culoare rosie.

Figura 1.3.1. Reprezentarea hemoglobinei Bos taurus. Imaginea a fost generata folosind programul de
vizualizare UCSF Chimera [Pettersen et al 2004] folosind coordinatele de la inregistrarea 2QSS
[Aranda et al 2009] din Baza de Date a Proteinelor (Protein Data Bank).

Hemoglobina poate oscila intre doua stari cu diferente vizibile in structura
cuaternara [Perutz 1970, Perutz 1972]. Starea relaxata (R) cand se schimba in forma
legatd oxi, iar starea tensa (T) cand este in stare nelegatd deoxi.

Schimbarea intre aceste doua stari este rezultatul unei rotatii de 15° intre
dimeri si o translatie de 0.8 A rezultand intr-o schimbare in distanta dintre centrele
de fieri de la 40 la 33 A [Paoli et al 2004]. Aceastd transformare se petrece cand
hemoglobina ajunge in plaméni unde concentratia de oxigen este mai ridicata pentru
o legare mai usoara.

Dioxidul de carbon eliberat din tesut se leagd diferit fata de oxigen
deoarece el se leagd de terminalul N a subunitatilor alfa [Nelson et al 2000] si
formeaza carbaminohemoglobina [Guyton et al 2006].
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2. TECHNICI DE INVESTIGARE A STRUCTURII SI A DINAMICII
PROTEINELOR

Au fost aplicate diverse metode si abordari pentru a studia structura si
dinamica proteinelor in ultimii 30 de ani, nu existd o abordare exactd de a studia
dinamica de proteine fiecare avand avantaje si dezavantaje. Tehnicile aplicate
momentan de comunitatea stiintificd pot fi clasificate in doud categorii; tehnici de
spectroscopie vibrationala (spectroscopie IR, spectroscopie Raman si dicroismul
circular) si tehnici de spectroscopie de rezonanta (spectroscopiec RMN si RES).

In lucrarea de fati metoda aleasa pentru studiul proteinelor este
spectroscopia de rezonanta electronicd de spini (RES) combinatd cu tehnica de
marcare de spini (SDSL) [Bordignon et al 2007], dar 1nainte de a prezenta metoda
aleasa va fi prezentata o scurtd introducere despre celelalte metode.

2.1. Technici de spectroscopie vibrationala

Spectroscopia IR este bazatd pe absorbtia radiatiei, din domeniul de
infrarosu a spectrului electromagnetic, de molecule la frecvente specifice care sunt
egale cu frecventele energiilor de tranzitie. Radiatia din domeniul de infrarosu nu
are energie asa de mare incat sd induca tranzitii electronice deci absorbtia de
infrarosu este limitd la compusi care au diferente de energii mici si o stare
vibrationala.

Spectroscopia FTIR s-a dovedit 0 tehnica avantajoasa pentru a studia
proteine si lipide, poate fi obtinutd o rezolutie scdzuta a structurii proteinei si
tehnica permite studiul proteinelor in mediul apropiat mediului nativ.

Spectroscopia Raman este tehnica complementara a spectroscopiei IR, si
exploateazd dezavantajele acestuia. Aceastd tehnicd este bazatd pe imprastierea
luminii de moleculele care se afla in stare de vibratie.

Contrar tehnicii IR in acest caz moleculele nu trebuie sa posede un moment
dipolic permanent, avand vibratie Raman activa cand acesta cauzeaza schimbare in
polarizabilitate. Cu aceasta abordare obtinem informatii despre caracterul covalent
al moleculei, si este o tehnica sensibila la compozitie, legaturi, mediu si structura
cristalina.

Spectrul Raman a proteinelor, acizilor nucleici si a lipidelor contine un
numar ridicat de benzi discrete care este 0 amprenta a structurii tridimensionale, a
dinamicii si a interactiunilor. Avantajul metodei este faptul cd este o tehnica
noninvaziva dar in acelas timp costul unui spectrometru Raman este destul de
ridicat.

Dicroismul circular este o alta tehnicd care este aplicatd in studiul
proteinelor, teoria acestei tehnici se bazeaza pe absorbtia diferentiala a luminii
polarizate din stanga si dreapta. Lumina polarizata circular este reprezentatd ca o
sumd a doud lumini polarizate linear a caror amplitudine este egald dar cu o
diferentd de fazd de +7/2. Dupa ce lumina din ambele directii trece prin proba ea
ramane polarizata dar amplitudinea vectorului electric va fi diferita pentru ambele
componente, rezultand in felul acesta intr-o lumind polarizata elipticald. Aceasta
elipticitate si diferenta in absorbtie este studiata si masurata.
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Aceasta tehnica este folositd mai mult in determinarea structurii secundare
a proteinelor aflate Tn solutii.

2.2. Spectroscopia RMN

Spectroscopia de rezonanta magnetica nucleara (RMN) este tehnica de
investigare care foloseste rezonanta spinul nuclear (I) plasat intr-un camp magnetic
(Bo) extern si o radiatie de microunde.

Conform mecanicii cuantice spinul nuclear se aliniazd paralel sau
antiparalel cu un camp magnetic extern in 21+1 directii. Daca proba este iradiatd cu
o radiatie din domeniul undelor radio protonul va absoarbe energie si o tranzitie este
indusa din starea de energie joasd 1n starea de energie ridicatid. Aplicind energia
corecta si prin inducerea acestor tranzitii gasim spectrul de absorbtie din care sunt
obtinute informatiile.

Instrumentele folosite prin spectroscopie RMN au un cost ridicat datorita
magnetilor superconductori si datoritd sistemului de ricire necesare acestuia. in
ciuda costurilor ridicate aceastd tehnica este una foarte populara in studii de
structurd a proteinelor. De obicei proteinele studiate prin RMN sunt marcate
uniform cu izotopi **C si **N. Ca si toate metodele de studiu si aceasti metoda are
limitarile sale, proteinele cu o masd moleculard mai mare de 35 kDa reprezinta o
dificultate deoarece timpul de rotatie corelationald creste impreund cu dimensiunea
proteinei care duce la largiri de linii si scaderea raportului semnal/zgomot. Un alt
aspect al proteinelor largi este faptul ca contin un numar ridicat de atomi care poate
rezulta in linii spectrale suprapuse greu interpretabile.

2.3. Spectroscopia RES

Conceptul spectroscopiei de rezonanta electronica de spin (RES) este una
similard rezonantei magnetice nucleare (RMN) dar in acest caz spinii electronului
sunt excitati. Aceastad tehnica s-a dovedit foarte utila in diferite domenii si este o
tehnica aplicatd des in studii de dinamicd a proteinelor deoarece este posibila
investigarea probei in mediul similar mediului nativ fara a avea limitari cauzate de
dimensiunea sau complexitatea probei. Singurul dezavantaj al acestei technici
provine din faptul ca nu toate proteinele contin un electron neimperecheat care
poate fi folosit pentru a obtine semnal RES. Aceasta problema a fost rezolvata de
Wayne L. Hubbell si colegii lui [Altenbach et al 1989, Altenbach et al 1990] prin
dezvoltarea metodei de marcare de spini, metoda care permite legarea unui spin
marcar care contine un electron neimperecheat, sursa de semnal RES, de proteina
studiatd. Acest marcar de spin (spin label) este un radical nitroxidic si contine un
centru paramagnetic activ, un electron neimperecheat pe legitura N - O (N, | = 1).

Dupa ce marcéarul de spin, care contine electronul nelmperecheat, este atagat
de proteind proba poate fi studiatd prin spectroscopie RES. Plasand electronul intr-
un camp magnetic omogen By = (0, 0, Bp) spinul electronic se va alinia paralel sau
antiparalel cu directia cdmpului. Numarul cuantic de spini ms va lua valorile £1/2
datorita orientarii de cuantificare a momentului angular iar in acest caz cele doua
valori descrise de ecuatia 2.3.1 vor fi posibile pentru momentul magnetic.
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1
M, = iE-ge Be (2.3.1)

Dipolul magnetic u plasat intr-un camp magnetic are o energie descrisa de

ecuatia 2.3.2 si permite doud nivele de energie cu o diferenta dependenta de campul
magnetic descris de ecuatiile 2.3.3 — 2.3.5.

E=—n-B, =, B, (2.3.2)
E, =+%~ge.se~50 (2.3.3)

E =+t B 234
B_+E.ge.Be. 0 ( 3. )
AE=E,-E, =0, B, B, (2.3.5)

Pentru a obtine o tranzitie de la un nivel la celdlalt o energie v =AE trebuie
aplicatd, pentru conditia de rezonantd energia aplicata trebuie sd fie egald cu
diferenta de energie dintre nivele si perpendiculara pe campul magnetic.

In cazul sistemelor de radicali nitroxidici, cu S = 1/2 si UNT = 1, doud mari
interactiuni sunt prezente, interactiunea Zeeman electronica si interactiunea de
despicare hiperfina. Interactiunea Zeeman electronicd este interactiunea dintre
campul extern magnetic si electronul neimperecheat, este descrisa in termeni de
mecanica cuantica de ecuatia 2.3.6.

|:|EZ:B—e-g-BO-§ (2.3.6)

Figura 2.3.1. Interactiunea Zeeman electronica si alinierea spinilor electronici cu campul magnetic
extern impreund cu efectul de despicare hiperfina si tranzitiile permise. Imagine adaptata de la [Fajer
2000].

Termenul g este g-tensorul si S este operatorul de spin. Tensorul g serveste
ca si 0 a amprenta sistemul si defineste simetria ei (izotropicd, axiala, anizotropica).
13



Hy=S-A-l (2.3.7)

Efectul de despicare hiperfind este datoratd cuplarii spinului electronic cu
spinul nuclear, si rezulta intr-o despicare a liniei de rezonanta conform numarului
cuantic magnetic al nucleului m,. Aceasta interactiune este descrisd de ecuatia 2.3.7,
unde A reprezinta tensorul hiperfin.

Regulile de selectie 4ms = + 1 si Am; = 0 definesc tranzitiile permise intre
nivelele de energii care rezultd in spectrul cu forma specifica a radicalilor
nitroxidici, Figura 2.3.1.

Studiile RES a proteinelor sunt caracterizate de dinamica si miscari in
domeniul nanosecundelor. Probele in solutii apoase sunt caracterizate de difuzie
rotationald si miscare, aceste fenomene sunt descrise de timpul de rotatie
corelationala z.. Timpul de rotatie corelationald este definit de relatia Stokes-
Einstein, ecuatia 2.3.8.

4-m-n-a’
TC = n = V . n
3-kg T kKg-T
In acesta relatie a reprezinti raza moleculei, # viscozitatea solutiei, T temperartura
absoluta si kg este constata Boltzmann.

(2.3.8)
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3. DERIVATIVE DE NITRONI PRIN SPECTROSCOPIE RES

Spectroscopia RES are o plaja larga de aplicatii studii in vivo si in vitro a
diferitelor sisteme biologice si detectie de radicali liberi. Pentru a performa aceste
studii pe sisteme care nu au semnal RES, au fost proiectati compusi speciali. O
categorie importanta a acestor compusi este clasa de nitroni. Nitronii sunt compusi
organici care contin un N-oxid, o legaturd N — O si un grup functional. Ele sunt
categorizate in doud mari subclase, radicalii nitroxidici care sunt folositi in tehnica
de marcare de spini avand posibilitatea de a lega de proteina studiata si nitronii care
sunt folositi in tehnica de capcane de spini. A doua categorie este folosita in cazul
in care detectia directd nu este posibild, capcanele de spini reactioneaza cu radicalii
liberi cu viata scurtd formand aducti stabili care pot fi detectati prin spectroscopie
RES.

3.1. Radicalii nitroxidici si technica de marcare de spini

Folosind conceptul de marcare de spini [Altenbach et al 1989, Altenbach et
al 1990] combinata cu spectroscopie RES este posibild investigarea proteinelor in
mediul similar mediului nativ fard probleme in 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 ataseazd de proteine folosind aminoacidul de
cisteind deoarece contin grupul tiol care reactioneazd cu gruparea funtionala a
marcarului de spini formand punti disulfidice [Klare et al 2009]. Exista o varietate
de grupuri functionale: metanetiosulfonat [Berliner et al 1982], malemid [Griffith et
al 1966] sau iodoacetamid; toate au acelas lucru in comun, ele se leaga covalent de
grupul sulthidril din cisteina.

in cazul in care proteina nu contine cisteind nativd prin mutarea genetica
acest aminocid poate fi introdus in pozitii care nu sunt importante in termeni de
structura si functionalitate. Dacd proteina studiatd contine mai multe cisteine si
dorim si evitdm marcarea fiecdruia, acele cisteine sunt mutate in alanini sau serina,
in asa fel Incat ramanem doar cu pozitia doritd pentru marcare.

Existd o lista lunga de marcari de spini, pentru acest studiu a fost folosit
marcarul MTSSL [Berliner et al 1982] care are cea mai mica influenta asupra
proteinei studiate [Klare et al 2009].

3.2. Efectul oxigenului molecular asupra radicalilor nitroxidici

Rezultatele prezentate in acest subcapitol au fost publicate [Takacs et al
2011a, Takacs et al 2011b].

Cantitatea oxigenului din sistemele vii joacd un rol important in diferite
tehnicile folosite pentru detectia indirectd a oxigenului din sisteme biologice este
oximetria RES [Hyde et al 1989]. Tehnica se bazeaza pe interactiunea oxigenului
paramagnetic cu radicalul nitroxidic din proba cauzand efectul Heisenberg de
largire a liniei spectrale [Hyde et al 1989, Seeling et al 1976].
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In acest studiu a fost folosit marcarul de spin TEMPO, el fiind un radical
nitroxidic neatasabil de proba studiata, acest spin marcar a fost inchis in lipozomi.
Lipozomii au fost creati din lecitind 5 mg/ml in solutie tampon de 10 mM PBS la
pH 7.4. Pentru a obtine forma sfericd ele au fost sonificate pentru 5 minute dupa
care marcarul liber de spin a fost addugat in concentratie de 5 mM. Amestecul a
fost incubat peste noapte dupd care marcarul exces a fost indepartat prin
centrifugare. Trei probe au fost create unul fiind saturat cu oxigen, unul in conditii
atmosferice si unul saturat cu argon. in acelas timp marcir de spin liber a fost
preparat in conditii identice de saturare cu oxigen, argon si conditii atmosferice
pentru a obtine largimea de linie de referinta.

1 deoxygenated condition

atmospheric condition

oxygen saturated

10G

Figura 3.2.1. Spectrul RES a TEMPO-ului incapsulat in lipozomi sub diferite conditii de oxigenare.
Imagine adaptata de la [Takacs et al 2011a].

Conform informatiilor descrise de [Pake et al 1959, Subczynski et al 2006]
diferenta de largire de linie este definitd de ecuatia 3.2.1 si este dependenta de
variatia concentratiei de oxigen din solutie.

AB=4-1-R-k-p-{D(O,)+D(SL)}- ([AO,]) (3.2.1)

Conform literaturii [Alexeeva et al 2002], concentratia de oxigen intr-0
solutie saturatd cu oxigen la temperatura camerei, este 220 pM. Cu aceastd

informatie este posibila determinarea cantititii de oxigen din sistemele studiate
folosind valorile obtinute pentru largirile de linii.

16



1.65
1.60 |

1.55 |

= = =
> N w
S o &
1 1 1

Line width / G
2

1.30

1.25

120 | m TEMPO
I ® Liposomes marked with TEMPO
115 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 ;
160 170 180 190 200 210 220
Concentration / uM
Figure 3.2.2. Variatia largirii de linii conform cresterii cantitatii oxigenului din proba studiata.
Imagine adaptata de la [Takacs et al 2011a].

Schimbarile in largimile de linii sunt minore dar de observat, si este evident
cd liniile hiperfine sunt influentate de schimbarile mediului inconjurator.
Rezultatele arata ca largirile sunt linear proportionale cu cresterea concentratiei de
oxigen din solutie care in acelas timp are si un efect de schimbare asupra formei
spectrului.

Dupa cum a mai fost mentionat, cantitatile de oxigen joaca un rol important
in sistemele biologice iar posibilitatea de a detecta aceastd cantitate sau de a
cuantifica este un avantaj si un rol important revine spectroscopiei RES, folosind
radicali nitroxidici.
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3.3. Detectia radicalilor liberi folosind capcane de spini

Rezultatele prezentate in acest subcapitol au fost publicate in [Bolojan et al
2012].

In metabolismul celular este posibil ca si se formeze specii reactive ai
oxigenului care ulterior pot produce diferite boli [Hallivell 1997, Freeman 1982,
Fantone 1985]. Acesti radicali liberi ai oxigenului au o duratad de viata foarte scurta
si cea mai buna metoda de detectie a lor este prin tehnica de capcane de spini
folosind nitroni ca si capcane de spin prin spectroscopie RES [Spasojevic 2010].
Prin folosirea capcanei de spini DEPMPO este posibila monitorizarea radicalului
liber de superoxid generat din superoxidul de potasiu.

Superoxidul de potasiu (KO,) este folosit in echipamente respiratorice
pentru a produce oxigen din dioxid de carbon si vapori de apa. Solutia de stoc de
superoxidul de potasiu a fost obtinut din 1 g de KO, dizolvat intr-un volum de 1 ml
de DMSO care a fost agitat timp de 5 minute dupa care excesul de superoxid de
potasiu a fost indepartat prin centrifugare la 700 rpm. Trei reactii au fost pregatite
prin metoda descrisa de [Reiter et al 2000, Jia et al 2008]. Reactia A a fost produsa
prin adaugarea unei cantitati de 1 pl de solutie stoc KO, la 99 pL 50 mM solutie
tampon PBS continand 10 mM de DEPMPO si 0.1 mM de DTPA. Reactia B a fost
indus din 10 pl KO2 in 90 pl S0mM PBS cu continut de 15 mM DEPMPO si 0.1
mM DTPA. Reactia C a fost initiat din 20 pul KO, la 80 pul 50 mM PBS cu continut
aditional de 20 mM DEPMPO si 0.1 mM DTPA.

Superoxidul, O;, este generat dupa dizolvarea superoxidului de potasiu in
DMSO, care dupa contactul cu mediul apos va forma legaturi de hidrogen si se va

transforma in HOO™ si HO™ [Afanas'ev 1989, Singh Evans 2006]. Acesti radicali
liberi sunt confirmati folosind capcana de spini DEPMPO prin spectroscopie RES,
deoarece conform [Bacic et al 2008, Stolze et al 2000] ele formeaza spin aducti
stabili diferentiabil.
20, +H,0 >0, +HOO +HO" (3.3.1)
Din simularea spectrelor, folosind programul WINSIM 2002 [Duling 1994]
au fost obtinute rezultatele prezentate in Tabel 3.3.1 care sunt consistente cu valorie
din literatura [Frejaville et al 1995, Bacic et al 2008, Mojovic et al 2005]. Valorile
constantelor hiperfine obtinute pentru reactia A sunt conform literaturii [Mojovic et
al 2005, OQuari et al 2011], si identificd doud componente a radicalilor OH intr-un
raport de 15 % si 85 %. In reactia B radicalii OH sunt prezenti intr-un procent de 83
% iar radicalii OOH doar intr-un procent de 17 %. In reactia C radicalul OOH este
identificat prin doud componente Intr-un raport de 57 % si 35 % iar radicalul OH
are o contributie de 7% la spectrul final.
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Figura 3.3.1. Reprezentarea spectrului RES experimental (a) si cel simulat (b). Imagine adaptata de la
[Bolojan et al 2012].

DEPMPO/OH DEPMPO/OOH
Hyperfine
y?G) Confor:nzlr'n plf:?nformer Sar;ple Sargple SaerIe Sargple Conforni’j:n plf:c():nformer
| 1] | 1]
ay 14.12 14.04 14.53 14.4 - 13.07 13.01 13.07
a?\l 13.26 13.28 14.07 13.26 - 9.22 10.63 11.15
ap 50.4 50.62 51.38 47.42 - 49.6 49.46 50.68
aL (1H) 0.89 0.96 1.07 1.01 - 0.91 0.87 0.96
aL (6H) 0.43 0.44 0.39 0.41 - 0.48 0.34 0.41

Tabel 3.3.1. Valorile constantelor hiperfine a spin aductilor DEPMPO pentru cele trei reactii..

Studiul evolutiei in timp a reactiei A a rezultat intr-o degradare rapida de 10
min a spin aductului DEPMPO/OH, in cazul reactiei B stabilitatea aductilor era mai
mare $i masurabilda chiar i dupa 25 de minute iar reactia C are o degradare tip

19




DEPMPO/OOH pentru un timp de 25 min dupa care forma spectrului se schimba in

forma unui spectru DEPMPO/OH.
11p
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Figura 3.3.2. Curele de degradare pentru aductii de spin a superoxidului-DEPMPO. Figura adaptata
de la [Bolojan et al 2012].

Curbele de degradare a celor trei reactii sunt reprezentate in Figura 3.3.2,
iar timpul de njumatatire a spin aductilor DEPMPO, determinate conform [Khan et
al 2003, Bilsky et al 1996], sunt urmatoarele: pentru reactia A 2.7 min, pentru
reactia B 10 min iar pentru reactia C 3.6 min. Acesti timpi de injumétatire exprima
stabilitatea aductilor generati de capcana de spin si in acelas timp au o mare
dependentd de cantitatea de superoxid de potasiu si DEPMPO folosit in reactie

[Singh Evans 2006].
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4. PROTEINE STUDIATE PRIN MARCAREA DE SPINI
4.1. Materiale si metode

Hemeritrina folosita in acest studiu a fost preparatd si purificatd conform
protocolului descris in articolul [Mot et al 2010]. Hemoglobina folositd a fost
extrasd si purificatd de Dr. Cristina Bischin. Marcarul de spin MTSSL a fost
dizolvat in DMSO si a fost preparata o solutie stoc de 100 mM.

Proteinele au fost suspendate in solutie tampon PBS si spalate cu un agent
de reducere, DTT cu o concentratie 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 centrifuga Beckman J21B de 6 ori la 4°C, 5000 rpm pentru un
interval de 30 de min fiecare. Dupa eliminarea DTT-ului din sistem marcarul de
spin a fost adaugat cu un exces de 10 ori la fiecare cisteina, probele au fost incubate
peste noapte la 4°C. Excesul de MTSSL a fost eliminat din sistem prin centrifugare
in filtre Millipore de 10 kDa la 5000 rpm, 4°C pentru 30 min de 5 ori in total. Dupa
marcare abrevierea de R1 [Czogalla et al 2007] este folositd pentru spin label,
Hr51R1 si Hb92R1.

Eficienta de marcare a fost determinata pentru fiecare proba si rezultatele
sunt urmatoarele: 91 % eficientd de marcare pentru hemeritrind respectiv 82 %
pentru hemeritrind In proba In care pasul cu spalare cu DTT a fost omis, iar 97 %
eficienta de marcare in cazul hemoglobinei. Procedura de marcare a acestor
proteine si rezultatele au fost publicate [Takacs et al 2013a].

Masuratorile RES au fost efectuate pe un spectrometru RES Bruker-Biospin
EMXmicro cu un rezonator TE-102 echipat cu control de temperatura in banda X.
Frecventa de microunde a fost setatd la 9.45 GHz, o putere de 4 mW cu o frecventa
de modulare de 100 kHz, o modulatie de amplitudine de 1 G si a fost folosita 0
atenuare de microunde de 17 dB. Probele masurate se aflau in capilare de cuart intr-
un volum de 15 uL.

Spectrele obtinute au fost simulate folosind programul RES pentru radicali
nitroxidici Multi-Component EPR Fitting v2 versiunea 495, un program LabVIEW
facut de Dr. Christian Altenbach de la Universitatea din California, Los Angeles,
California (https://sites.google.com/site/altenbach/labview-programs/epr-
programs/multicomponent). Calculele si reprezentarile au fost efectuate in
programul OriginPro 8.0.
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4.2. Studiul hemeritrinei si hemoglobinei in diferite medii

Spectrul RES a hemeritrinei marcate cu spini (Hr51R1) este reprezentat in
Figura 4.2.1.a, impreund cu spectrul simulat iar spectrul hemoglobinei marcate
(Hb92R1) poate fi gasit la Figura 4.2.1.b. Cum s-a mai mentionat, hemritrina poate
exista in alte forme decat octamer, in stare monomerica [Langeman et al 1969],
dimerica [Sieker et al 1981], trimerica [Smith et al 1983] sau tetramerica [Sieker et
al 1981]. Acest lucru a fost confirmat si de datele obtinute 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 obtinute pentru
parametrii RES sunt reprezenate in Tabel 4.2.1 pentru hemeritrina marcata si Tabel
4.2.2 pentru hemoglobina marcata, rezultate publicate [Takacs et al 2013a].

experimental experimental

simulated

simulated

=

L M 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 L " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " J

3300 3320 3340 3360 3380 3400 3420 3300 3320 3340 3360 3380 3400 3420
Magnetic Field / G Magnetic Field / G
a b

Figura 4.2.1.a. Spectrul RES experimental si simulat a hemeritrinei marcate. b. Spectrul RES
experimental si simulat a hemoglobinei marcate.

Cele trei componente folosite in simularea spectrului de hemeritrina
marcatd au fost interpretate conform structurii proteinei. Componenta rapida
corerspunde conformatiei monomerice, componenta lenta corespunde conformatiei
native octamerica fiind prezent in cel mai mare raport iar componeta intermediara
corespunde unui amestec de diferite conformatii dimerice, trimerice si tetramerice.

Proteinele marcate au fost analizate in diferite medii cu viscozitate
controlata prin diferiti agenti, rezultatele acestui studiu pot fi gasite la [Takacs et al
2013b, Takacs et al 2013c]. S-a folosit 0 -85 % m/m glicerol ca agent care schimba
viscozitatea solutiei dar fiind o moleculd mica nu interactioneaza cu proteina, 0 — 45
% m/m PEG-4000 agent care schimba viscozitatea solutiei si fiind o moleculd cu o
dimensiune mare interactioneaza cu proteina prin ciocniri iar 0 — 200 mg/ml
albumina bovind (BSA) a fost utilizatd pentru a studia efectul de suprapopulare
[Ellis 2001] in mediul inconjurator.

Analiza spectrelor de hemeritrina in prezenta glicerolului prin simulare a
condus la urmatoarele rezultate, fractiunea structurii octamerice are o crestere de la
68.34 % la 84.03 % cu o schimbare in timpul de rotatie corelationald de la 4.26 ns
la 25.6 ns in timp ce fractiunea intermediara scade de la 22.57 % la 14.82 % avand
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o schimbare in mobilitate de la 3.5 ns la 10.1 ns iar componenta monomerica scade
de la 9.09 % la o contributie de 1.15 % cu o schimbare in mobilitate de la 1.16 ns la
4.06 ns. in prezenta PEG-4000 conformatia octamerica isi schimba fractiunea de la
68.34 % la 86.02 % in timp ce timpul de rotatie corelationala se schimba de la 4.26
ns la 18.5 ns, conformatia intermediara de la 22.57 % la 13.98 % cu o schimbare in
mobilitate de la 3.5 ns la 9.19 ns iar conformatia monomerica are a o variatie de la
9.09 % la 2.4 % si o variatie in mobilitate de la 1.16 ns la 2.45 ns. In prezenta BSA
urmatoarele schimbari in conformatie au fost observate: conformatia octamerica isi
schimba fractiunea de la 68.34 % la 59.23% in timp ce timpul de rotatie
corelationala variaza de la 4.26 ns la 7.54 ns; conformatia intermediara variaza de la
22.57 % la 21.27 % cu o schimbare in mobilitate de la 3.5 ns la 4.28 ns iar
componenta rapida creste de la 9.09 % la 19.05 % cu o schimbare in mobilitate de
la1.16 ns la 2.16 ns.

Comp. | Rotational Hyperfine tensor A o- tensor values
Hr51R1 | fraction | correlation values
(%) time, T, (nS) Ay Ay A, Ox Oy 9z
Comp. 1 68.34 4.26 7.35 7.65 33.02 2.0087 2.0067 2.0032
Comp. 2 22.57 35 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
Tabel 4.2.1. Valorile parametrilor RES obtinute prin simulare pentru hemeritrina marcata.
Rotational Hyperfine tensor A
comp. correlation values g- tensor values
Hb92R1 | fraction time. T
(%) (ns’) ¢ Aux Ayy Az Oxx Oyy 9z
Comp. 1 21.21 3 9.83 10.13 | 33.68 | 2.00704 | 2.00504 | 2.00393
Comp. 2 78.79 4.73 59 6.2 3476 | 2.00802 | 2.00602 | 2.00229

Tabel 4.2.2. Valorile parametrilor RES obtinute prin simulare pentru hemoglobina marcata.

In cazul hemoglobinei marcate rezultatele obtinute prin folosirea
glicerolului au fost urmatoarele, prima componenta scade in fractiune de la 21.21 %
la 13.59 % 1in timp ce timpul de rotatie corelationald se modifica de la 3 ns la 6.15
ns iar a doua componenta are o variatie in fractiune de la 78.79 % la 86.41 % cu o
modificare in mobilitate de la 4.73 ns la 9.45 ns. In studiul unde PEG-4000 a fost
folosita componenta 1 are o schimbare in fractiune de la 21.21 % la 19.63 % in timp
ce timpul de rotatie corelationald se modifica de la 3 ns la 6.44 ns, iar a doua
componenta se modificd in fractiune de la 78.79 % la 80.37 % in timp ce
mobilitatea este afectatd cu o schimbare in timpul de rotatie corelationala de la 4.73
ns la 8.61 ns. Prin prezenta albuminei in sistemul studiat s-a produs o variatie in
fractiunea primei componente de la 21.21 % la 18.09 % in timp ce timpul de rotatie
corelationala s-a schimbat de la 3 ns la 3.56 ns iar a doua componenta a fost afectata
cu o schimbare de la 78.79 % la 81.91 % in fractiune si cu o schimbare in mobilitate
de la4.73 ns la 5.34 ns.
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4.3. Studiul de denaturare a hemeritrinei si a hemoglobinei

Acest capitol prezinta rezultatele obtinute din studiul de denaturare a
hemeritrinei si a hemoglobinei marcate cu spini. Folosind spectroscopia RES au
fost determinate prin doua metode parametrii termodinamici, energia Gibbs libera
in absenta denaturantului, entalpia, entropia si caldura specifica. Studiile de
denaturare din care se pot determina acesti parametri se bazeaza pe studiul curbelor
de degradare. Aceste curbe de degradare sunt obtinute prin reprezentarea unor
variabile dependente impotriva efectului de denaturare [Klug et al 1995, Klug et al
1998]. Doua metode au fost folosite si comparate in generarea curbelor de
degradare, prima metoda fiind variabila dependenta diferenta ariei dublei integrale a
spectrului RES 1in diferite stadii de degradare fatd de aria dublei integrale a
spectrului RES cand proteinele se afla in stare nativa. A doua metoda foloseste ca
variabild dependenta timpul mediu de rotatie corelationald, ludnd in considerare si
fractiunea diferitelor componente spectrale. Aceste variabile sunt reprezentate in
functie de agentul de denaturare, concentratia de clorurd de guanidina, temperatura
sau pH dupa care o sigmoidald Boltzmann este fitatd la punctele reprezentate
obtinand astfel curbele de denaturare (fp) pentru fiecare proces. Aceste curbe de
denaturare sunt o reprezetare a fractiei denaturate, fp, pe o scald de la 0 la 1 in
functie de denaturant.

Proteinele au fost denaturate prin metoda chimicd folosind clorura de
guanidina care are efect similar ureei Intr-o concentratie de 0 — 5 M, dupa ce curba
de denaturare a fost obtinutd prin ambele metode folosind ecuatiile 4.3.1 — 4.3.2 a
fost determinata energia Gibbs libera in absenta denaturantului.

Ky = o (4.3.1)

1-f,
AG=-R-T-InK,, (4.3.2)
AG = AG° —m[denaturant] (4.3.3)

Folosindu-ne de faptul ca sistemul se afld in echilibru [Pace 1986, Kellis et al 1989]
cand fractiunea denaturata a proteinei este egald cu fractiune n stare nativa (punctul
de tranzitie C,) deoarece parametrul de echilibru, K, este 1 iar energia Gibbs
libera este O si din restul ecuatiei 4.3.3 putem afla energia Gibbs libera in absenta
denaturantului reprezentand stabilitatea proteinei. Datele obtinute pentru cele doua
proteine marcate sunt reprezentate in Tabel 4.3.1 pentru hemeritrina marcata iar in
Tabel 4.3.2 pentru hemoglobina marcata cu spini.

Hr51R1 AG? (kcal'mol™) m (keal-mol M ™) Cn (M)
Method 1 6.26 2.53 2.47
Method 2 5.74 2.47 2.33

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

Hb92R1 AG? (kcal'mol™) m (keal-mol M ™) Cn (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 doud metode.




Curbele de denaturare determinate prin denaturare termica, pe un interval
de 20 — 60 °C, pot fi analizate utilizand ecuatiile van’t Hoff 4.3.4 — 4.3.5 (analiza
van’t Hoff), pentru a determina entalpia van’t Hoff si entropia sistemlui in punctul
de tranzitie (Tn,) unde sistemul se afla in echilibru pentru a folosi aceste valori
impreuna cu valoarea energiei Gibbs in absenta denaturantului pentru a determina
entalpia, entropia si caldura specifica a sistemului folosind ecuatiile 4.3.6 — 4.3.8
[Becktel and Schellman 1987].

AG=AH-T-AS=-R-T-InK,, (4.3.4)
K, = _AH 43 (4.3.5)
RT R

Valorile obtinute din analiza van’t Hoff pentru cele doua proteine pot fi gasite in
Tabel 4.3.3 1n cazul hemeritrinei si in Tabel 4.3.4 in cazul hemoglobinei.

AH | AS(calK’ ACp
Hr51R1 (kéfll.ﬁ'l‘;f{.l) (keal-mol ™) Asﬂ”nfg?l)K Lmol ™) T (K) (calK’
293K 293K Lmol )
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 an

alizei van't Hoff si restul parametrilor termodinamici pentru hemeritrina
marcatd prin ambele metode.

AH 1o | AS (cal')K ACp
Hr51R1 (kcAaHl-\;E:))f{'l) (keal-mol™) Aslf“nfg:‘_})K Lmol™) Tm (K) (cal'’K’
293K 293K Lmol™)

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 si restul paramerilor termodinamici pentru hemoglobina
marcatd prin ambele metode

AH=AH’+AC, -(T-T,) (4.3.6)
AS=AS’+AC, -In ik (4.3.7)

0
AG(T)=AH’ —-T-AS* +AC, - (T-T,-T-In Tl) (4.3.8)

0

Proteinele au fost investigate in diferite medii cu o varietate de pH a solutiei
tampon. Zona acidica, pH 3, 4, 5, 6 a fost realizatd folosind solutie de tampon de
citrat; pentru pH 7, 7.2, 7.6, 7.8 fosfat de sodiu s-a folosit ca si solutie tampon iar
pentru pH 8,9, 10, 12 solutie de tampon de borat a fost folost. Conform literaturii
[Bhadresh and Jayant 2001] in jurul punctului de tranzitie, pHn, logaritmul
parametrului de echilibru este linear dependenta de pH si dependenta de protonarea
si deprotonarea solutiei in care se afla.

logK o, =Av-(pH—pH,) (4.3.9)

Parametrul Ao este numarul de protoni schimbati prin intermediul procesului de
denaturare si poate fi determinat folosind ecuatia 4.3.10 [Ibarra-Molero et al 1999].

AG(pH)=AG’ +(In10)-R-T-Av- (pH-pH,;) (4.3.10)
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Folosind cele doua metode au fost determinate curbele de denaturare
separat pentru zona acidica si pentru zona bazicd a scalei de pH. Rezultatele
obtinute pentru protonarea si deprotonarea hemeritrinei maracte se gasesc in Tabel

4.3.5 iar pentru hemoglobina marcata in Tabel 4.3.6.

Av Method 1 Method 2
Acidic Range 7.33 8.12
Basic Range -1.80 -3.51

Tabel 4.3.5. Schimbul de protoni in denaturarea cu pH pentru hemeritrina marcata.

Av Method 1 Method 2
Acidic Range 0.857 1.44
Basic Range -2.42 -2.39

Tabel 4.3.6. Schimbul de protoni in denaturarea cu pH pentru hemoglobina marcata.

Rezultatele si procedurile prezentate in acest capitol urmeaza
publicate in [Takacs et al 2013d].
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CONCLUZII

Spectroscopia RES s-a dovedit a fi un instrument foarte important in
technicii de marcare de spini in combinatie cu spectroscopia RES a hemeritrinei si a
hemoglobinei in diferite medii am obtinut rezultatele asteptate. Fiecare schimbare
de mediu a fost reflectat in forma spectrului si in acelas timp in valorile obtinute din
simulare.

Radicalii nitroxidici si capcanele de spini au o gama larga de aplicatie ele
pot fi folosite pentru diferite detectii directe daca acest lucru este posibil cum ar fi
in cazul proteinelor dar 1n acelas timp si in detectia indirectd, de exemplu oximetria
sau detectia radicalilor liberi cu viata foarte scurta.

Studiul de marcare a hemeritrinei este primul studiu de acest gen, fiind
prima marcare a acestei proteine. De asemenea existid posibilitatea de a studia o
proteind importantd, datorita capacitatii de legare de oxigen, propus ca solutie
alternatva pentru inlocuitori de sange [Alayash 2004, Tsuchida et al 2009, Mot et al
2010, Fischer-Fodor et al 2011], printr-o tehnica alternativa poate fi considerat un
avantaj.

Studiul de denaturare prezintd doud metode care pot fi folosite pentru a
determina parametri termodinamici pentru proteine, si in acelas timp poate fi
determinati stabilitatea proteinelor. Prin ambele metode au rezultat valori apropiate,
0 dovada ca ambele metode sunt bune si pot fi folosite. In acelas timp valorile
obtinute in aceasta lucrare sunt conform valorilor aflate in literatura.

Cateva exemple din literaturd pentru hemoglobina umana [Ip and Ackers
1977, Valdes and Ackers 1977a, Valdes and Ackers 1977b] entalpia a fost
determinati sa fie 23.5 — 24.5 kcal-mol™, iar entropia 40.4 — 46.1 cal-mol™, aceste
valori sunt valori apropiate de valorile obtinute in aceastd lucrare pentru
hemoglobina bovina. Energia Gibbs in absenta denaturantului este putin mai
scizutd decat cea determinatid de [Haynie 2001] fiind intre 3.6 — 5.1 kcal-mol™
pentru hemoglobina umana. Diferenta poate fi rezultatul diferentelor intre cele doua
tipuri de proteine si a altor numeroase factori.

Entalpia determinatd de [Pace et al 1998] pentru diferite versiuni a
ribonucleozei au fost gisite intre 68 — 126 kcal-mol™, iar entropia a fost determinati
intre 218 — 388 cal-mol™, cildura specificificd a acestor proteine este intre 1.3 — 1.9
kcal-mol™ iar energia Gibbs liberd 2.8 — 9.3 kcal-mol™. Datele obtinute pentru
energia Gibbs in absenta denaturantului de [BinSheng 2011, Halim et al 2008,
Kumar et al 2005, Greene and Pace 1974] petru B — lactoglobulina aratd o
stabilitate de 11.7 — 12.5 kcal-mol™, iar pentru o — chymotrypsin 8.3 — 8.7 kcal-mol
L si albumina umana (HSU) 5.98 — 6 keal-mol™, si BSA 4.04 - 4.6 keal-mol™?, din
faptul ca ultimele doua proteine fiind mult mai mari decat primele doua reiese ca nu
intotdeauna proteinele mai mari au o energie Gibbs mai mare, asa cum am vazut si
in cazul hemoglobinei.
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