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Monitorizarea denaturarii proteinelor prin spectroscopie de
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1. Spectroscopia de Fluorescenta

Fluorescenta este proprietatea optica a unor molecule de a emite radiatie

electromagnetica (lumind) ca urmare a tranzitiei de dezexcitare de pe un nivel electronic
superior pe unul inferior, Tn urma absorbtiei de radiatie electromagnetica situata in

domeniul UV sau vizibil.

¥ 1 = ————
s, 1 c
s e— T
=JC T+ ] ISC = =
=t I I S, T, ISC=
= E==
_'__ " Absorption || Fluorescence Phosphorescence _:
3 1
SD y i' A 4 ‘ r SD

Absorption Fluorescence Phosphorescence

Figura 1. Diagrama Perrin-Jablonski.

Emisia radiatiei fluorescente inceteaza odata cu intreruperea iradierii moleculelor probei cu
radiatia electromagnetica ce poate produce trecerea moleculei din starea fundamentala

intr-o stare excitata.



Spectrul de fluorescenta este situat la lungimi de unda mai mari decat cel de absorbtie
(Aabsorbit < Aemis), cauza fiind pierderea energiei prin relaxarea vibrationala in starea excitata.
Aceasta diferenta intre maximul pozitiei benzii de absorbtie si maximum pozitiei
fluorescentei se numeste deplasarea Stokes AA=M\em-Aex
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Figura 2. Deplasarea Stokes.

2. Aplicatii ale Spectroscopiei de Fluorescenta

O noua tentinta Tn nanotehnologie consta in dezvoltarea de nanomateriale cu proprietati
fizice, chimice si biologice bine cunoscute si exploatarea comportarii acestora in aplicatii
biologice. Tn acest context stiintific, dezvoltarea de bio-nano sisteme adaptate pentru aplicatii
biologice relevante si specifice precum si intelegerea sinergiei dintre aceste nanomateriale si
sisteme biologice sunt cateva dintre problemele importante in nanostiinta ce trebuie riguros
abordate. in acest sens, nanoparticulele de aur se bucurd de un interes special datoritd
proprietatilor plasmonice, stabilitatii si biocompatibilitatii (ne-toxicitatii) lor. Cu toate acestea,
este bine cunoscut faptul ca interactiunea dintre proteine si nanoparticulele de aur este extrem
de sensitiva la suprafata chimica a nanoparticulei, depinzdnd de asemenea si de starea
conformationald a proteinei [Ding et al. J. Colloid Interface Sci. 327 2008 243-250]. in urma
adsorbtiei, proteina isi poate mentine structura nativa sau, Tn unele cazuri, poate suferi
denaturarea structurilor secundare sau tertiale. Asadar, o provocare ramane investigarea
comportamentului conformational a proteinei in aceste nano-bio sisteme conjugate.

Datorita sensitivitatii sale, spectroscopia de fluorescenta reprezinta o tehnica ideala pentru
aplicatii biochimice, putand oferi de exemplu informatii referitoare la denaturarea proteinelor
indusa termic. Tn aceasta lucrare de laborator vom utiliza spectroscopia de fluorescents pentru



monitorizarea denaturarii proteinei de albumina serica bovina (BSA) atat libera in solutie cat si
adsorbite pe suprafata nanoparticulelor de aur de forma sferica. Imobilizarea directa a
proteinei BSA de suprafata nanoparticulelor de aur este necesara din mai multe motive: i) BSA
este o proteina abundenta in plasma, jucand un rol fiziologic important, ii) BSA este o proteina
model cu o structura bine definita; iii) BSA poseda proprietati de fluorescenta specifice datorita
existentei celor doua reziduuri de triptofan in diferite pozitii. Mai exact, BSA poseda doua
reziduuri de triptofan in doua pozitii diferite: un reziduu in partea inferioara a domeniului I
hidrofobic (Trp-213) si un al doilea reziduu pe suprafata moleculei in domeniul | (Trp-134) mai
expus unui mediu hidrofilic [D.C. Carter, X.J. Ho, Adv. Protein Chem. 45 1994 15]. Mentionam
ca, contributia spectrala a fiecarui reziduu de triptofan din BSA este dificil a fi separata.
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Figura 3. Structura 3D a proteinei BSA [M.D.Togashi, A.G. Ryder J Fluoresc 18 2008 519].

in general, fluorescenta proteinei BSA este datoratd celor trei amino acizi fluorescenti:
triptofan, tirozina si fenilalanina. Tabelul 1 prezinta structura lor chimica, lungimea de unda de

absorbtie precum si randamentul cuantic a fiecaruia.



Tabel 1. Caracteristicile amino acizilor fluorescenti.
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in general, deoarece fenilalanina prezintd un coeficient de extinctie scazut cuplat cu un
randament cuantic mic, iar fluorescenta tirozinei este —in majoritatea cazurilor- inhibata
puternic de prezenta unui grup amino sau carboxil sau a triptofanului, fluorescenta intrinseca a
proteinelor este datorata reziduurilor de triptofan [A. Sulkowska J. Mol. Struct., 614 2002 227].
n triptofan sursa dominantd de fluorescentd este indolul. Mai mult, fluorescenta intrinsec3 a
proteinei este extrem de sensitiva la modificarile mediului local din jurul acesteia. Aceasta
caracteristica a fost folosita cu succes de catre cercetatorii in domeniu cu scopul de a investiga
modificarile din mediul local a proteinei prin excitarea probei la 280 nm si monitorizarea
sprectrelor de emisie de fluorescenta [M.R Eftink, C.A. Ghiron, Anal. Biochem. 1981 199].
Emisia maxima a triptofanului Tn proteine poate varia in domeniul spectral 308 si 355 nm in
functie de mediul local. Aceste variatii in spectrul de emisie pot reflecta modificari in structura
proteinei [J.R. Lakowicz, Springer, 2006.]. Mai mult, din spectrele de emisie astfel inregistrate
este posibil obtinerea de informatii importante referitoare la denaturarea proteinei si tranzitiile
conformationale ale acesteia.

Denaturarea termica a proteinelor este un proces complex si de aceea elucidarea lui este
vitala pentru intelegerea stabilitatii proteinelor. De fapt, prin cresterea temperaturii, forma
nativa a proteinei devine mai flexibila, si ca urmare, grupurile libere -SH sau regiunile hidrofobe
devin disponibile pentru noi interactiuni intermoleculare.



3. Partea experimentala

3.1 Intrumentatia utilizata: FP-6500 Research Fluorescence Spectrometer

Lumina provenita de la o lampd de xenon este focalizata pe fanta de intrare a monocromatorului
de excitatie. Acesta o disperseaza , producand lumina monocroma. O parte din aceasta lumina ajunge pe
o fotodioda de monitorizare, iar partea cealalta este focalizata pe centrul suportului de probe. Emisia
probei este focalizata pe fanta de intrare a monocromatorului de emisie, care o disperseaza, apoi
aceasta lumina trece prin fanta de iesire, ajungand in final pe tubul fotomultiplicator. Atat lumina
incidenta pe fotodioda, cat si cea pe tubul fotomultiplicator sunt convertite in cate un semnal electric,
care la randul lor sunt digitizate in convertoare analog-digital si transmise la iesire, cu ajutorul unui
calculatorului, sub forma de spectru.
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Figura 4. Schema de principiu a unui spectrofluorimetru.

3.2. Obiectivul lucrdrii

in lucrarea de fatd vom investiga modificirile structurale care nsotesc denaturarea
termica a proteinei BSA, inainte si dupa adsorbtia pe suprafata nanosferelor de aur, prin
monitorizarea emisiei de florescenta a reziduurilor de triptofan din albumina.

Pasii lucrarii
1. Se prepara o solutie proteicd de 1 mg/mL de BSA.
2. Seinregistreza spectrele de emisie si de excitatie a solutiei proteice de albumina.
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Figura 5. Spectrele de excitatie,de emisie si absorbtie normalizate ale solutiei de BSA;

Aex=285 nm

3. Se monitorizeaza deplasarea pozitiei maximului de emisie, respectiv a intensitatii de
emisie a solutiei de albumind intre 22 °C si 85 °C la un interval de 5 minute.
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4. Se reprezintd grafic dependenta pozitiei maximului de emisie in functie de temperatura (vezi
J. Photochem. Photobiol., A 217 (2011) 395-401.
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5. Se determina temperaturile de tranzitie, concluzionand asupra modificarilor conformationale
ale proteinei.

6. Se compara temperaturile de tranzitie ale moleculei de albumina in solutie comparativ cu
cea adsorbite pe suprafata nanoparticulelor de aur (GNPs).
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