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1. Introducere

Adsorbtia de proteine si modificarile conformationale care succed acestui fenomen sunt primele
evenimente biomecanice care au loc la suprafata unui implant imediat dupa implantare, influentand toate
interactiunile fizico-chimice ulterioare. Astfel, primul pas in evaluarea biocompatibilitatii unui
biomaterial este studierea comportamentului sdu in urma interactiunii cu proteinele. Atat cantitatea
totala de proteine adsorbite, cat si aria suprafetei de contact proteina-implant, sunt primordiale ca
importanta pentru biocompatibilitatea unui material.

Adsorbtia moleculelor de proteine pe suprafete solide se finalizeazd frecvent cu schimbari de
structura si/sau de orientare in cadrul stratului adsorbit [SERVAGENT-NOINVILLE et al. 2000, DOUSSEAU
si PEZOLET 1990]. Deoarece structurile proteice sunt relativ instabile, proteinele tind sa se desfasoare,
permitand regiunilor din interiorul lor sa stabileasca noi contacte cu suprafata [EL-GHANNAM et
al.1999]. Acesta denaturare este adesea asociata cu pierderea structurii secundare sau tertiare a proteinei
si se finalizeaza cu adsorbtia ei ireversibla.

Desi, in ultimii ani s-a conturat o intelegere mai profundd a multiplelor aspecte ale adsorbtiei
proteinelor, in prezent se cunosc putine informatii despre modificarile conformationale care au loc in
structura proteinei dupa atasare. Mai mult, au ramas in mare parte necunoscute atdt comportamentul
proteinei In mediul ei nativ dupa adsorptie, cat si detaliile cu privire la dinamica ei §i la cantitatea exactd
de proteina adsorbita. [LATOUR 2005, GRAY 2004, WERTZ si SANTORE 2001].

Majoritatea tehnicilor, utilizate frecvent pentru a obtine astfel de informatii, prezinta serioase limitari
si nu sunt usor adaptabile pentru proteine adsorbite pe suprafete solide. De exemplu, sunt dificil de
obtinut informatiile structurale de inalta rezolutie cu ajutorul difractiei de raze X iar dicroismul circular
nu este usor adaptabil la proteinele adsorbite pe suprafetele solide [KARLSSON et al. 2000, TIAN et al.
1998]. Desi multe studii au utilizat spectroscopia in infrarosu ca tehnicd de investigare a structurii
proteinei dupa adsorbtie, aceastd metoda nu poate sa ofere informatii despre dinamica proteinei sau
despre structura ei tertiard. Pe langd metodele mentionate mai sus, procedeul de marcare de spini* in
combinatie cu rezonanta electronica de spin (RES) este o alternativa promitatoare, care oferd informatii
atat despre structura, cat si despre dinamica proteinei [FANUCCI et al. 2003, HUBBELL et al. 2000], fiind

astfel foarte utila pentru studiul proteinelor in mediul lor nativ.
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SDLS implica introducerea unui marker de spin (radical liber de tip nitroxilic, avind ca grupare
paramagnetica gruparea nitroxil =N-O-) intr-o pozitie specifica din secventa de aminoacizi a proteinei.
Aceasta se realizeazd prin procedeul de substituire a aminoacidului nativ cu cisteind, urmat de
modificarea grupului sulthidric cu un radical nitroxid. Pana in prezent, aceasta metoda a fost utilizata
predominant pentru investigarea structurii si dinamicii proteinelor solubile sau a proteinelor membrane
reconstituite in mediul lor nativ [BORDIGNON si STEINHOFF 2007]. Studii recente au relevat insa, ca

metoda poate fi extinsa si in cazul proteinelor adsorbite pe o suprafata solida [JACOBSEN et al. 2006,
JACOBSEN et al. 2005, RISSE et al. 2003]. Totusi, in aceste studii sunt prezentate numai masuratori de
rezonantd electronicd de spin in undd continud, utilizate pentru investigarea modificarilor
conformationale induse in urma adsorbtiei la nivelul scheletului proteinei.

Un obiectiv principal al acestei lucrdri constd in utilizarea rezonantei electronice de spin In
combinatie cu SDSL pentru a investiga adsorbtia proteinelor pe suprafata unei sticle bioactive. Pe langa
informatiile obtinute din spectrele RES in unda continud, se urmdreste determinarea distantelor inter-
spin in proteinele adsorbite cu ajutorul rezonantei duble electron-electron’ in pulsuri. Se poate astfel
obtine o imagine mai detaliatd atat a conformatiei proteinei cat si a modificarilor conformationale care
au loc 1n structura ei in timpul procesului de adsorbtie.

Un alt scop al acestui studiu este de a investiga efectul glutaraldehidei (GA) ca agent de cuplare a
proteinelor cu suprafata biosticlei. In acest sens, s-a studiat interactiunea a doud proteine model:
methemoglobina cabalind si MnmE (enzima de formare a 5-metil-aminometil-uridina), cu o sticla
bioactiva, care este utilizatd ca biomaterial pentru repararea defectelor osoase (45S5 Bioglass®). S-a
urmdrit investigarea modificarilor conformationale care apar in structura proteinei dupd adsorbtie,
precum si determinarea cantitatii de proteind adsorbita.

Ambele proteine studiate sunt de marime medie (methemoglobina are masa molecularda 66.5 kDa, iar
MnmE 50 kDa), dar apartin unor clase diferite. Methemoglobina este o metaloproteina, alcatuitd din
patru lanturi polipeptidice: doua tip alpha (141aa fiecare) si doud tip beta (146aa fiecare) (Figura 1).
Fiecare subunitate a proteinei contine cate un grup hem al carui patru atomi de azot sunt cuplati cu un
atom de fier, dar, spre deosebire de hemoglobina, fierul este oxidat in Fe3+, inhiband capacitatile
proteinei de lega oxigenul. Trebuie mentionat faptul ca studii anterioare au demonstrat cd GA induce
polimerizarea hemoglobinei [MACDONALD si PEPPER 1994, OKUDA et al. 1991, GUILLOCHON et al.

1986, WEETALL 1974]. Aceasta proteina are la suprafata multe lizine, iar interactiunea lor cu GA duce

2 engl. Double Electron Electron Resonance (DEER)



la formarea unor retele de proteine [OKUDA et al. 1991, WEETALL 1974], rezultand o varietate de specii
cum ar fi dimeri, trimeri etc. [MACDONALD si PEPPER 1994, GUILLOCHON et al. 1986]. Acest amestec
eterogen de specii ale hemoglobinei cu mase moleculare variate, face ca structura tetramerica a

moleculei sa fie mai rigida.

Figura 1 Stanga: Structura methemoglobinei cabaline obtinuta prn difractie de raze X (2ZLU din Protein
Data Bank). Lanturile o sunt colorate in verde iar lanturile § sunt colorate in albastru; grupurile hem sunt
reprezentate in modelul ball and stick. Atomii Cj ai cisteinelor native din pozitia $-93 sunt reprezentati prin sfere
galbene, iar linia punctatd arata distanta dintre cei doi atomi Cg ai ambilor aminoacizi. Dreapta: Imagine detaliata
a regiunii in care s-a atasat markerul de spin. Aminoacidul nativ din pozitia B-93(cisteina) este colorat in galben
iar tirozina situata Tn apropiere de terminalul C al lantiului B este colorata in rosu.

MnmE este o proteind mult mai complexa, apartinand clasei G de proteine. Studii anterioare au
relevat ca domeniile G ale MnmE sunt activate prin dimerizare [GASPER et al. 2009], ca au afinitate
scizutd pentru nucleotide si ¢ necesitd hidroliza guanozin-trifosfatului® pentru a fi functional active
[SCRIMA si WITTINGHOFER 2006, SCRIMA et al. 2005]. Structura cristalina a dimerului MnmE
sugereaza ca fiecare monomer este alcatuit din trei domenii: un domeniu terminal N, responsabil pentru
constitutirea dimerizarii, un domeniu central alcatuit din a helixuri si un domeniu G, specific acestui tip
de proteina [SCRIMA et al. 2005]. S-a demonstrat faptul ca, in stare libera, fara nucleotida atasata (apo),
domeniile G sunt situate fatd in fata (Figura 2), fard a prezenta vreun contact intre ele [MEYER et al.
2009]. In prezenta guanozin-difosfatului in combinatie cu A1Fx (GDP-ALF,), care este starea de
tranzitie ce imita hidroliza GTP, domeniile G intra in contact unul cu celalalt, parcurgand o distanta de

20-30 A [BOEHME et al. 2010a, BOEHME et al. 2010b]. Aceste modificari conformationale care au loc in

® engl. Guanosine Triphosphate (GTP)



timpul activarii MnmE fac ca aceastd proteind sa fie ideald pentru a investiga modul in care dinamica ei
conformationald este influentata de interactiunea cu substratul de biosticla.

Pentru elucidarea modificarilor structurale care au loc in timpul adsorbtiei celor doud proteine pe
suprafata sticlei bioactive, s-a investigat dinamica markerilor de spin si s-au determinat distantele inter-
spin prin intermediul rezonantei electronice de spin. In acest scop, au fost introdusi centri paramagnetici
in ambele proteine. Astfel, cisteina nativa din pozitia $-93 i methemoglobina a fost marcata cu (4-(2-
iodoacetamid)-2,2,6,6-tetrametil-1-piperidinil-oxil) (Figura 1).

In cazul proteinei MnmE, patru pozitii au fost modificate in cisteina prin procedeul de mutageneza si
apoi au fost marcate cu (1-oxi-2,2,5,5-tetrametil-3-pirolina-3-metil) metanetiosulfonat (MTS): Ser278 si
Glu287 (ambele aflate in domeniul G al proteinei), Ile105 si Lys95 (situate in domeniul terminal N al
proteinei) (Figura 2). Aceste locatii au fost selectate pentru a oferi informatii despre pozitia celor doi
monomeri unul fatd de celdlalt dupa atasarea proteinei de biosticla. Pentru a verifica functionalitatea

proteinei, masuratorile au fost efectuate in ambele stari (apo si cu nucleotida GDP-A1F atasata).

NA&NB NA&NE
a b

Figure 2. Mutantii MnmE. Pozitiile care au fost mutate in cisteine si apoi marcate sunt reprezentate prin sfere
galbene. (a) Conformatia deschisa (apo) a proteinei MnmE, generatd cu pdb 1XZP; (b) Conformatia inchisa a
domeniilor G [pdb 2GJ8] suprapusa peste structura cristalina a MnmE. Domeniile sunt notate dupa cum urmeaza:
domeniile terminale N (NA, NB), domeniile centrale formate din o helixuri (HA, HB) si domeniile G (GA,GB).

Deoarece proprietatile unui biomaterial sunt influentate si de structura secundara a proteinei de dupa
adsorbtie, s-a folosit spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR) pentru studiul ambelor
proteine i, in principal, pentru studiul modificarilor care apar in structura lor secundarad in urma acestui

proces.



Pe langa informatiile despre conformatia proteinei dupa adsorbtie, un rol important pentru
proprietitile materialului de implant il are si cantitatea de proteind adsorbiti. In aceasti privinta,
concentratia de proteind atasatd pe sticla bioactiva a fost determinatd prin intermediul spectroscopiei
RES si a spectroscopiei FT-IR. Prin spectroscopia fotoelectronica de raze X* s-au obtinut informatii
despre un strat periferic, de cativa nanometri, de la suprafata sticlei bioactive, pentru a cuantifica
acoperirea cu proteind a suprafetei. Mai mult, morfologia suprafetei sticlei bioactive a fost vizualizata

inainte si dupa atasarea proteinei, prin microscopie electronica’.

2. Materiale si Metode

2.1. Pregatirea probelor

2.1.1. Prepararea sticlei bioactive

Sistemul de biosticla utilizat ca substrat pentru atasamentul proteinei a fost preparat prin metoda sol-
gel [HENCH si WEST 1990] si este identic in compozitie cu clasica 45S5 Bioglass®: 45% SiO,, 24.5%
NayO, 24.5% CaO si 6% P,0s (in % molare). Dupa preparare, proba a fost mojaratd si s-au obtinut
particule cu dimensiuni de la cativa nm la sute de pm. Unghiul de contact static al unei picaturi de apa
inregistrat pe suprafata biosticlei inainte de macinare a fost de 41°, indicand faptul cad suprafata are un
caracter hidrofob [VERNE et al. 2009, TUNC et al. 2005]. Pentru a facilita adsorbtia proteinei, suprafata
sticlei bioactive a fost silanizata cu 3-aminopropil-trietoxisilan (APTS), si apoi modificatd cu
glutaraldehida (GA) [CHEN et al. 2007, CHEN et al. 2006, NANCI et al. 1998, WILLIAMS si BLANCH
1994].

2.1.2. Marcarea spinilor

Methemoglobina cabalina. Cisteina nativa din pozitia f-93 din methemoglobina cabalind a fost
marcata cu (4-(2-iodoacetamid)-2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxil) dupa urmatoarea procedura:
oxihemoglobina a fost extrasa dintr-o proba proaspata de sange de cal, conform Benesch et al. (1972),
iar apoi convertita in methemoglobind, prin adaugareca KzFe(CN)s [STEINHOFF et al. 1989]. Marcarea
methemoglobinei cu (4-(2-iodoacetamid)-2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxil) a urmat procedura lui

McCalley et al. (1972). Eficienta la marcare a fost de aproximativ 80%.

* engl. X-Ray Photoelectron Spectroscopy (XPS)
® engl. Scanning Electron Microscopy (SEM)



MnmE din E. coli. Dupa introducerea cisteinei in pozitiile Glu287, Ser278, Ile105 si Lys95, proteina
purificatd, si fara nucleotida atasata, a fost pre-tratatd cu ditio-eritritol (DTE) la 4°C, timp de 2 ore,
pentru a preveni oxidarea cisteinei. Dupa acest tratament, DTE a fost inlaturat prin gel-filtrare Tnainte de
aditia markerilor, pentru a nu inhiba legarea acestora de proteind. Apoi, solutiile de proteind au fost
incubate cu 1+5 mM (1-oxil-2,2,55-tetrametilpirolina-3-metil) metanetiosulfonat (MTS, Toronto
Research; Alexis Biochemicals) timp de 16 ore la 4°C. Spinii nelegati au fost indepartati prin gel-

filtrare.

2.1.3 Adsorbtia proteinelor

Methemoglobina cabalina. Probele sub forma de pulbere au fost incubate timp de patru ore la
temperatura camerei (298 K) in solutie de 150mg/ml (=2 mM) methemoglobina in solutie tampon
fosfatica (PBS) (0.01M, pH 7.4).

MnmE din E.coli. Probele sub forma de pulbere au fost incubate timp de patru ore la temperatura
camerei (298 K) intr-o solutie cu o concentratic de proteind de 10-25 mg/ml (200-500uM). Solutia
tampon utilizatda a fost 100 mM KCI, 50 mM Tris-DCI (pH 7.5), 5mM MgCl; in D,O. Pentru a obtine
starea analoagd de tranzitie GDP-AIF,, 200-400 uM de proteina fara nucleotida atasata, deja adsorbita
pe substratul de biosticla, a fost incubata in 1 mM GDP, 1 mM AICI3 si 4 mM NaF.

Toate probele au fost stocate pentru 30 de zile, la 4°C, in eprubete eppendorf, si apoi puse in baie cu
ultrasunete la tempertaura camerei, timp de 45 de minute. Dupa ultrasonare, probele au fost spalate cu
solutie tampon, pentru a indepirta proteina neatasata. in final, probele au fost transferate in capilare si

madsurate la temperatura camerei, pentru a se verifica stabilitatea legarii proteinei de suprafata.

2.2. Analiza probelor

2.2.1. Masuratorile RES in unda continua

Experimentele RES 1n bandd X au fost efectuate utilizdnd un spectrometru construit in laboratorul din
Osnabrueck, echipat cu un rezonator dielectric Bruker. Puterea microundei a fost setatd la 1.0mW;
amplitudinea modulatiei campului magnetic a fost de 0.15 mT. Volume de proba mai mari de 15 pl
(volumul sticlei bioactive) au fost introduse in capilare RES de sticld, cu diametrul interior de 0.9mm
(volumul RES activ al tubului a fost de 10 ul). Concentratia de proteina adsorbitd pe sticla bioactiva a
fost estimata prin calcularea ariei spectrului RES de adsorbtie, care este direct proportionald cu

concentratia de spini din proba. Concentratia proteinei a fost calculatd prin compararea acestei arii cu



cea a unei probe de referinti cu o concentratic cunoscuta (2,2,6,6,-tetramethyl-1-piperidinyloxy
(TEMPQ)).

2.2.2. Masuritorile RES in pulsuri (DEER)

Aceasta metoda permite determinarea unei distante cuprinse intre 2 si 8 nanometri intre doi centri
paramagnetici. Masuratorile de RES in pulsuri au fost efectuate in banda X (9.3 -9.4 GHz) cu un
spectrometru Bruker Elexsys 580, echipat cu un rezonator Bruker Flexline ER 4118XMS3 si cu un
criostat cu flux continuu de heliu (ESR900, Oxford Instruments) controlat de un sistem Oxford
Intelligent Temperature Controller (ITC 503S).

Inainte de a ingheta proteina in tuburi RES cu diametrul interior de 3mm, s-a adiugat peste proba o
cantitate suplimentara de 10% (ca volum) glicerol in cazul methemoglobinei, si 12.5% (ca volum)
glicerol In cazul MnmE. Masuratorile au fost realizate prin utilizarea unei secvente DEER, de puls

quadruplu [PANNIER et al. 2000]:

Timpul total de masurare pentru fiecare mostrda a fost de 4+48 h. Corectia de background si
determinarea distributiei de distante inter-spin s-au realizat cu ajutorul programului DEERAnalysis
(2010), folosind un model de spini arbitrar orientati in raport cu axa dipolard si regularizarea Tikhonov

[JESCHKE et al. 2006].

2.2.3. Masuritorile FT-IR

Spectrele FT-IR au fost inregistrate prin atenuarea reflexiei totale, cu un spectrometru JASCO 6200,
n intervalul 4000-400 cm™, cu o rezolutie de 4 cm™. Pentru a analiza structura secundari a proteinelor
inainte si dupa adsorbtie, s-a realizat deconvolutia benzii corespunzatoare amidei I. Numarul si pozitia
benzilor care compun amida I au fost determinate cu ajutorul derivatei a doua [SUSI si BYLER 1986,
BYLER si SUSI 1986, DONG et al. 1990] si corelate cu valorile gasite in studii anterioare [ARRONDO
si GONI 1999, SESHADRI et al. 1999, HARIS si CHAPMAN 1994, GORNE-TSCHELNOKOW et al.
1993, SUSI si BYLER 1983, NATALELLO et al. 2005, KONG si YU 2007]. Cantitatea de proteina
adsorbita a fost estimata din raportul dintre amida I si amida II, procedeu confirmat de Buchanan si EI-
Ghannam (2010).

2.2.4. Masuriatorile XPS

Masuratorile XPS au fost realizate cu ajutorul unui sistem SPECS PHOIBOS 150 MCD echipat cu

sursa AIKa monocromatica (250 W, hv = 1486.6 eV), un analizator emisferic si un detector multicanal.
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Deconvolutia spectrului XPS de inaltd rezolutie al N 1s a fost efectuatd cu ajutorul programului

CasaXPS, utilizand functia gaussiana.

2.2.5. Masuratorile SEM

SEM images were recorded using FEI Quanta 3D FEG 200/600 Scanning Electron Microscope. The
sample powders were covered with platinum (Pt) in order to amplify the secondary electrons signal. This
coating was performed in an Agar Automatic Sputter Coater at standard atmospheric pressure (1013
mBar).

3. Rezultate si Discutii

3.1. Methemoglobina cabalind
3.1.1. Imobilizarea methemoglobinei pe substratul de biosticli

Pentru catenele laterale ale markerilor de spin care sunt expuse spre solutie, mobilitatea nitroxizilor
este caracterizati de valori ale timpilor de rotatie corelationali in domeniul nanosecundelor. In acest caz,
spectrele EPR sunt caracterizate de largimi inguste ale liniilor centrale si de o despicare hiperfind mica.
Daca, in schimb, mobilitatea nitroxidului este restrictionata de interactiuni cu catenele laterale vecine
sau cu suprafata biosticlei, are loc o crestere a largimii liniei spectrale si a despicarii hiperfine [KLARE si
STEINHOFF 2009]. La prima vedere, spectrul RES in undacontinud al methemoglobinei in solutie
(Figura 3a) este alcatuit din doud componente. Astfel de spectre “complexe” pot fi asociate cu doua
situatii posibile: (1) un schimb conformational intre doua stari diferite ale proteinei [BRIDGES et al.
2010], astfel incat intr-o mixtura de echilibru, cu un schimb lent intre stari, spectrul este suma celor doua
componente in proportie cu populatiile lor; (2) un echilibru rotametric, care explicd forma liniilor ca
rezultat al existentei catenei laterale a nitroxidului in stari rotametrice multiple. In cazul
methemoglobinei, prezenta punctului isosbestic la o valoare a campului magnetic de aproximativ 3432
G (determinata din masuratorile RES in unda continua, in intervalul de temperatura 5 — 25 grade Celsius
(Figura 3b)) sugercaza ca originea spectrului complex este datd de echilibrul catenei laterale a
markerului de spin intre doua stari cu mobilitate diferitd. Aceastd afirmatie este In concordantd cu
interpretarea lui Moffat [MOFFAT 1971], care a atribuit componentele legate de fractiunile mobile (a) si
imobile (B) ale catenei laterale, diferitelor orientdri ale markerului in raport proteina. Una dintre aceste

orientari este libera in solutie la suprafata moleculei, iar cealalta este puternic imobilizata, corespunzand



nitroxizilor care ocupa buzunarul de tirozina aflat in apropiere (Tyr HCy(145)p) (Figure 1) [MOFFAT
1971].

Odata cu adsorbtia proteinei pe sticla bioactiva, echilibrul dintre cele doud conformatii inclind in mod
semnificativ catre componenta imobild a spectrului (Figure 3a). Aceasta indica faptul cad markerii de
spin interactioneaza cu suprafata biosticlei sau cu domenii adiacente ale proteinei. O caracteristica
notabila este cresterea largimii liniei observate pentru componenta imobila de dupa adsorbtie (Figura 3a,
inset), care nu poate fi asociatd numai cu nitroxizii captati in interiorul buzunarului de tirozind. Aceasta
largire a liniei poate fi explicatd doar presupunind cd miscarea intregii proteine este restrictionata ca

urmare a interactiunii cu sticla bioactiva.
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Figura 3 (a) Spectrele RES la temperatura camerei (in banda X) ale methemoglobinei cabaline marcata in pozitia
B-93*, Tnregistrate Tn solutie inainte de imersie (negru) si dupa adsorbtia sticla bioactiva, pe substratul netratat cu
GA (rosu) si tratat cu GA (albastru). Inset: componenta mobila si componenta imobild, ambele vizibile in linia
spectrala de la campuri joase, sunt notate cu a si respectiv B. (b) Spectrul RES in banda X inregistrat pentru
methemoglobina cabalind in solutie, in domeniul de temperaturd cuprins intre 5 si 25 grade Celsius. Inset:
componenta mobild si componenta imobild, ambele vizibile in linia spectrald de la cAmpuri joase, sunt notate cu
o si respectiv f.

Pentru a examina influenta GA asupra mobilitatii nitroxidului cand proteina este atasata substratului
BG, a fost analizatd populatia markerilor de spin imobilizati, timpii de corelare reorientationald si
parametrul semi-empiric de mobilitate . Cand proteina este atasatd pe biosticla netratata cu GA,
toti parametrii de mai sus indicd un grad mai inalt de libertate de miscare pentru markerii orientati catre

suprafata proteinei, sugerand ca vecinatatea pozitiei $-93 este schimbata dupa adsorbtie intr-un mod care



permite acestei fractii de nitroxizi sa evite buzunarul de tirozina si sd se roteascd mai putin restrictiv
decat in solutie. Tinand cont de faptul ca pozitia 3-93 este localizata intr-un helix din domeniul central al
proteinei, una din posibilele explicatii ar fi faptul ca o parte din acest helix se desface dupa adsorbtie si,
drept urmare, miscarea markerului de spin este mai putin restrictionatd comparativ cu situatia dinainte
de adsorptie. In schimb, cand substratul BG este functionalizat cu GA, restrictiile in mobilitate sunt mult
mai pronuntate, sugerand faptul ca proteina devine mai rigida, ca o consecinta a polimerizarii induse de

agentul de cuplare [MACDONALD si PEPPER 1994, GUILLOCHON et al. 1986, WEETALL 1974].

3.1.2. Modificari conformationale induse in structura methemoglobinei in urma procesului de
adsorbtie — distante inter-spin

SDLS in combinatie cu spectroscopia DEER a fost aplicata pentru a determina distanta dintre cele
doua pozitii f-93 din methemoglobind inainte si dupd adsorbtia pe biosticla. Conform informatiei
obtinute cu ajutorul difractiei de raze X, distanta dintre atomii Cp ai celor doud pozitii $-93 din
methemoglobina este 26.231 A (Figura 1).

Un studiu recent a relevat o distanti de aproximativ 25.3 A intre cele doud pozitii p-93 din
hemoglobina umana, marcate cu MTS [BANHAM et al. 2007]. Masuritorile noastre DEER au relevat o
distantd de 24.8 A intre pozitiile p-93 ale methemoglobinei in solutie (Figura 4), ceea ce este in acord cu
distanta prezentatd de Banham si colaboratorii sai, tindnd cont ca am utilizat un marker de spin cu o
catena laterala usor mai lunga decat cea a MTS.

O primad observatie cu privire la spectrele DEER se refera la faptul ca toate spectrele inregistrate dupa
adsorbtie au o adancime a modulatiei foarte mica in comparatie cu spectrul inregistrat in solutie (Figura
4). Acest comportament indicd o scadere a numarului de spini din proba care au interactiune dipolara
[POLYHACH si JESCHKE 2007]. O posibila explicatie este faptul ca proteina disociaza in urma procesului
de adsorbtie. De fapt, s-a demonstrat deja cd hemoglobina disociaza la concentratii scazute, la valori
extreme ale pH-ului (sub 4 sau peste 10) precum si la adaugarea de detergenti [PIN si ROYER 1994,
VALDES si ACKERS 1977]. Mai mult, tindnd cont ca Intre subunitatile acestei proteine au loc interactiuni
hidrofobice, este foarte probabil ca interactiunea dintre suprafata hidrofoba a biosticlei si molecula de
methemoglobina sa aiba drept rezultat disocierea i denaturarea proteinei.

Experimentele DEER efectuate cu methemoglobind atasata pe biosticla netratata cu GA au evidentiat
faptul ca o fractiune mica de proteine isi pastreaza structura tetramerica dupa adsorptie, astfel incat, in
acest caz, a fost posibila obtinerea unei distributii de distante Intre markerii atasati in cele doua pozitii -

93 (Figura 4). Totusi, intensitatea curbei de distributie este mult mai mica decat cea inregistratd pentru
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proteina in stare nativa, datoritd numarului redus de perechi de spini aflati la distante cuprinse intre 2+8

nm unul fatd de celalalt.
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Figura 4 Caracterizarea DEER a methemoglobinei cabaline, marcata in pozitia -93 (A) functia de evolutie
dipolara fara corectia de background; (B) semnalul DEER de interactiune dipolara, dupa corectia de background;
(C) distributia de distante obtinutd prin regularizarea Tikhonov. Liniile negre punctate din sectiunile (A) si (B)
reprezintd simularile spectrelor, obtinute in urma regularizarii Tikhonov. Liniile continue corespund spectrelor
inregistrate pentru methemoglobina in solutie, inainte de adsorbtie (negru), si dupa adsorbtia pe biosticla netratata
cu (rosu) si tratata cu GA (albastru). Tn figuri este precizat si numarul de spini care interactioneazi per complex.
Dreptunghiurile colorate indica exactitatea datelor obtinute pentru distantd: alb = distante si distributii corecte;
galben deschis = distante aproximative, dar informatii incorecte despre distributia lor; magenta = predictii

incorecte.
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Distributia de distante obtinutd in urma analizei cu regularizarea Tikhonov indica faptul ca, dupa
adsorbtie, distanta dintre cele doud pozitii f-93 este mai mare decat in stare nativa (Figura 4). Acest
rezultat conduce la ipoteza ca cele doud lanturi B ale proteinei sunt usor distantate ca urmare a
procesului de adsorbtie. Raportat la structura proteinei, aceasta inseamna ca, dupa adsorbtie, structura
tetramerica adopta o conformatie usor desficuta, datorita interactiunii cu suprafata biosticlei.

Probele tratate cu GA si functionalizate cu methemoglobind reprezinta un caz special, din cauza lipsei
totale a modulatiei semnalului DEER. Principalul factor care contribuie la acest comportament este
polimerizarea proteinei, cauzata de prezenta GA (si, in consecintd, o distributie spatiald uniforma a

markerilor de spin in proba).

3.1.3. Modificari conformationale induse in structura methemoglobinei in urma procesului de
adsorbtie — structura secundarad.

Pentru a obtine informatii despre modificdrile conformationale care apar in structura secundard a
methemoglobinei dupi adsorbtie, s-a realizat deconvolutia amidei I (centrati la 1650 cm™) din spectrul

FT-IR de absorbtie al proteinei (Figura 3).

IMetHb native IMetHb on BG

Absorbance (a.u.)

1700 1680 1660 1640 1620 16001700 1680 1660 1640 1620 16001700 1680 1660 1640 1620 1600
Wavenumber (cm™)

Figura 5 Deconvolutia amidei I in subbenzile componente pentru methemoglobina cabalina inainte si dupa
adsorbtia pe cele doud substraturi de biosticla (cu si fard GA) Linia punctatd reprezintd suma subbenzilor
componente. Erorile sunt estimate la 1 cm™ pentru pozitiile subbenzilor si la 5% pentru ariile lor.

Hemoglobina este o proteina formata in principal din a-helixuri (86% - conform rezultatelor obtinute
prin difractia de raze X) si nu contine structuri de tip B-sheet [CAI si SINGH 2004]. Asadar, subbenzile
din jurul valorilor 1627 si 1695 cm™ pot fi atribuite unor bucle scurte de interconectare intre helixuri
[Susl si BYLER 1983] iar subbanda cea mai mare, inregistratd la 1654—1656 cm™ este asociatd cu a-

helixuri (Figura 5). Contributiile date de p-turns sunt vizibile intre 1679-1682 cm™ iar subbanda de la
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1648 cm™ este asociatd cu structuri dezordonate. Procentul de o-helix (74%) determinat pentru
methemoglobina in stare nativa (Tabelul 1) este in concordanta cu valorile prezentate in alte studii [CAI

si SINGH 2004, LUO et al. 1994].

Tabelul 1 Distributia structurii secundare in methemoglobina cabalina inainte si dupa adsorbtia pe sticla
bioactiva. Incertitudinea datorata erorilor experimentale si procedeului de simulare este estimata la £ 4 %.
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Din deconvolutia amidei I se observd cd dupd atasarea pe biosticla methemoglobina pierde
aproximativ 18% din structura de tip a-helix si creste in schimb continutul de B-turns, bucle sau structuri
dezordonate (Tabelul 1). Aceasta denaturare a structurii secundare a proteinei apare ca urmare a unei
interactiuni puternice cu substratul de biosticla. De altfel, studii recente au relevat un asemenea
comportament al proteinelor pe acest tip de substrat [CHEN et al. 2007, CHEN et al. 2006, GRUIAN et al.
2011a, GRUIAN et al. 2011b, BUCHANAN si EL-GHANNAM 2010]. Se confirma astfel ipoteza conform
careia helixul 1n care este situata pozitia B-93 ar putea fi desfasuratd in urma adsorbtiei.

Ca agent de cuplare a proteinelor, este de asteptat ca glutaraldehida sa mentind aproape complet
structura nativa a acestora [HEULE et al. 2003, WILLIAMS si BLANCH 1994, WEETALL 1985]. ntr-
adevar, deconvolutia amidei I a evidentiat faptul ca methemoglobina pierde un procent mai mic din
structura de tip a-helix (aproximativ 11%) atunci cand biosticla este tratatd cu glutaraldehida (Tabelul
1). Totusi, cresterea continutului de structuri dezordonate si de B-turns implica o anumita denaturare a
proteinei chiar si in acest caz. Astfel, se poate deduce ca adsorbtia methemoglobinei presupune
interactiuni puternice cu suprafata biosticlei, care pot distruge legaturile de hidrogen implicate in

stabilizarea a-helixurilor localizate la suprafata proteinei.
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3.1.4. Determinarea cantitatii de proteind atasatd

Tn cadrul acestui studiu s-au obtinut informatii despre cantitatea de proteina atasatd pe biosticld prin
intermediul a trei tehnici spectroscopice diferite: RES, FT-IR si XPS.

Mai intéi s-a determinat cantitatea de proteina atasata pe sticla bioactiva din valoarea concentratiei
de spini din proba, concentratie care s-a determinat din aria spectrului RES 1n undé continua inregistrat
la temperatura camerei. Bineinteles, pentru a determina concentratia reald a proteinei atasate, a trebuit
luata in considerare in aceste calcule si eficienta la marcare.

In Tabelul 2a sunt prezentate concentratiile de methemoglobini atasati pe sticla bioactiva imediat
dupa imersie, respectiv 30 de zile mai tarziu, dupa ultrasonare. Valorile arata ca imediat dupa imersie
proteina prezintd o mai mare afinitate pentru sticla netratatd cu GA. Cu toate acestea, spectrele RES
inregistrate 30 de zile mai tarziu (timp in care proba a fost incubata la 4°C), dupa supunerea probelor la
ultrasonare si in urma pasilor de spalare, au indicat faptul ca o cantitate mai mare de proteind ramane

atagata ireversibil pe biosticla tratatda cu GA.

Tabelul 2 (a) Concentratia molard (in pM) de methemoglobini (MetHb) atasatd pe sticla bioactiva® inainte si
dupa ultrasonare. (b) Raportul intensitatilor amida I/ amida II din spectrul FT-IR finregistrat pentru
methemoglobina atasata pe biosticla dupd ultrasonare. Pentru ambele metode, erorile sunt estimate la £10%,
datorita setarilor experimentale si incertitudinii in extragerea liniei de baza.
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O a doua abordare a constat in utilizarea raportului amida I/amida Il din spectrele FT-IR pentru a

evalua cantitatea de methemoglobina ramasa atasatd de substratul de biosticla in urma procedurii de

6 engl. Bioactive glass (BG)
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ultrasonare. Trebuie mentionat insd faptul ca aceastd metodd nu permite determinarea efectivd a
concentratiei de proteind din probd, fiind posibil doar un studiu comparativ al cantitatilor de proteina
atasatd pe cele doud substraturi de sticla bioactiva (cu si fara GA). Astfel, rezultatele obtinute cu ajutorul
spectroscopiei FT-IR (Tabelul 2b) sunt in concordanta cu rezultatele obtinute prin spectroscopia RES
(Tabelul 2a).

Aceleasi doua probe (supuse ultrasondrii) au fost analizate in continuare prin spectroscopia XPS
[MUIR et al. 2008, BROWNE et al. 2004] pentru a investiga acoperirea cu methemoglobina a suprafetei
sticlei bioactive. Adsorbtia proteinei a fost pusd in evidentd utilizind fotopicul de la 400 eV,
corespunzator N Is, care apare datoritd prezentei azotului in fiecare aminoacid component al proteinelor.
Desi sistemul de biosticla contine la randul sau azot, fotopicul N 1s observat inainte de imersia
substratului in solutie de proteina este centrat la 408 eV (Figura 6). Acest fotopic este caracteristic
pentru azotul din nitrati §1 apare ca o consecintd a precursorilor tip nitrati utilizati in prepararea
biosticlei. Dupa tratarea substratului cu GA, fotopicul N 1s centrat la 408 eV dispare datorita disolutiei
nitratilor in urma pasilor de spdlare. Apare in schimb un nou fotopic la o energie de legaturd apropiata

de valoarea 400 eV, datorita azotului din gruparea amino a 3-aminopropil-trietoxisilan.

BG without GA BG with GA
407.5 |
3 Bl
s s
= oy
‘» ‘o |
© ©
E 2 (b)
- /ﬂ.\«
\‘\
\u
415 410 405 400 395 390 405 400 395 390
Binding energy (eV) Binding energy (eV)

Figura 6 Spectrul XPS de inalta rezolutie al N 1s pentru sticla bioactiva (BG) Tnainte (gri-a) si dupa imersia
(negru -b) in solutie de methemoglobina cabalina. (Fotopicul N 1s Tnregistrat la 407.5 €V nu contine contributii ale
matricilor organice si, in consecinta, Tnregistratea spectrului de inalta rezolutie a acestui fotopic nu a fost necesara
pentru obiectivele acest studiu. Fotopicul prezentat in figura a fost extras din spectrul survey al biosticlei netratate
cu GA).

15



Dupa imersia probelor 1n solutia de methemoglobind, deconvolutia spectrului XPS de inalta rezolutie
a N 1s a evidentiat prezenta a doud componente centrate la 398,2 eV si 400 eV (Figura 7). Ambele

componente sunt caracteristice gruparilor C-NH, dar ultima este tipica pentru azotul din matrici

organice [VANEA si SIMON 2011, SERRO et al. 2006].

MetHb on BG etHb on BG with GA

1 " 1 L 1 " 1

398.7 Bé with GA

Intensity (a.u.)

TVPSAAM WAV

415 410 405 400 395 390 405 400 395 390
Binding energy (eV)

Figura 7 Deconvolutia spectrului XPS de inalta rezolutie N 1s pentru sticla bioactivd (BG) inainte si dupa
imersia in solutie de methemoglobina cabalina. (Fotopicul N 1s inregistrat la 407.5 eV nu contine contributii ale
matricilor organice si, in consecintd, deconvolutia acestui fotopic nu a fost necesard pentru obiectivele acest

studiu).

In consecintd, intensitatea acestui fotopic a fost utilizati pentru a cuantifica proteina depusi la

suprafata biosticlei (Tabelul 3). Astfel, intensitatea relativd a fotopicului N 1s centrat in apropiere de 400
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eV evidentiaza faptul ca o cantitate mai mare de proteind este atasatd pe biosticla tratatd cu GA (Tabelul
3).

Tabelul 3 Procentele atomice relative ale fotopicului N1s inregistrat in jurul valorii de 400 eV finainte si dupa
imersia in solutie de methemoglobina cabalina (Spectrele au fost Tnregistrate pe probele ultrasonate)
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Tn concluzie, toate cele trei tehnici spectroscopice au relevat influenta pozitivi a GA in procesul de
atasare a methemoglobinei pe biosticld. Se poate afirma ca, in prezenta GA, distributia proteinei pe sticla
bioactiva este mai organizata si, astfel, ponderea moleculelor de methemoglobinad care au puncte slabe
de legaturda cu suprafata este mult mai micd decat in cazul biosticlei care nu contine GA. Aceastd
afirmatie este sustinutd si de imaginile obtinute cu ajutorul microscopiei electronice (Figura 8 si Figura
9). Se poate observa 0 mai bund organizare a stratului de proteina la suprafata biosticlei tratata cu GA
(Figura 9). Mai mult, lanturile de proteina care sunt vizibile pe suprafata acestei probe au aproximativ 50
nm latime, ceea ce ar corespunde unei macromolecule formate din 8-10 proteine de methemoglobina.

Aceasta interpretare certifica ipoteza de polimerizare a proteinei in urma atasarii pe biosticla tratata
cu GA si este confirmatd de studii anterioare care au demonstrat cd GA induce polimerizarea
hemoglobinei in solutie [WEETALL 1974], rezultatul fiind formarea unor macromolecule constand din 8-
10 proteine [MACDONALD si PEPPER 1994, GUILLOCHON et al. 1986].
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Figura 8 Imaginile SEM inregistrate pe biosticla netratatd cu GA, inainte (A) si dupa imersie (B) in
solutie de methemoglobina cabalind, la magnificari diferite.

4 x60000 "—%
Figura 9 Imaginile SEM inregistrate pe biosticla tratatd cu GA, inainte (A) si dupa imersie (B) in solutie
de methemoglobina cabalind, la magnificari diferite.

18



3.2. MnmE din E.coli
3.2.1. Imobilizarea proteinei MnmE pe substratul de biosticla

Pentru a obtine informatii detaliate despre imobilizarea proteinei MnmE in urma adsorbtiei pe sticla
bioactiva, s-au efectuat masuratori de rezonanta electronica de spin in unda continud pe probele marcate

in pozitiile Ser278, Glu287, 1le105 si Lys95 (mai departe, acestea vor fi notate cu S278, E287, 1105 si
K95) (Figura 2).

E287 b S278 B

| N

(*)

3400 3420 3440 3460 3480 3500 3520 3400 3420 3440 3460 3480 3500 3520
Magnetic field (G) Magnetic field (G)

1105 K95

*) | &
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Figura 10 Spectrele RES la temperatura camerei (in banda X) ale mutantilor MnmE marcati in pozitiile E287,
S278, 1105 si K95, inregistrate in solutie Tnainte de imersie (negru) si dupd adsorbtia sticla bioactiva, pe substratul
netratat cu GA (rosu) si tratat cu GA (albastru). Spectrele prezentate in aceasta figurad au fost inregistrate in starea

apo a proteinei. Componenta mobila si componenta imobild sunt indicate cu ajutorul sagetilor o si respectiv p.
Linia ingusta marcatd cu simbolul (*) corespunde markerilor de spin nelegati de proteina, care se misca liber in

solutie.
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Pentru toate cele patru pozitii marcate, spectrele RES finregistrate la temperatura camerei pentru
MnmE inainte de adsorbtie sunt caracterizate prin prezenta a doud componente atribuite unei fractii
mobile (o), respectiv unei fractii imobile (B) de markeri de spin. (Figura 10). Componenta imobila
provine dintr-o fractiune de markeri de spin care sunt angajati in interactiuni secundare si tertiare, astfel
libertatea lor de miscare fiind restrictionatd. Componenta mobila poate fi atribuitd markerilor de spin
care sunt supusi la mai putine constrangeri, dar poate apdrea si datoritd fluctuatiilor globale ale
scheletului proteinei. Liniile de rezonanta foarte inguste care se suprapun peste spectrele inregistrate in
cazul pozitiilor E287, 1105 si K95 provin de la markerii de spin care nu sunt legati de proteina si se
miscd liber in solutie (marcati cu simbolul stea (*), in Figura 10).

Inainte de atasare, toate cele patru pozitii prezintd o componentd mobili mai pronuntati decat cea
imobila. In cazul pozitiei E287, aceasta denotd o anumita flexibilitate de miscare a markerului de spin,
ca urmare a situdrii sale in partea superioard a domeniului G al proteinei. Pe de alta parte, pentru pozitia
S278, componenta mobild majoritard apare ca urmare a locatiei acestei pozitii intr-o bucld care are o
flexibilitate a structurii foarte ridicata. Pentru cele doud pozitii situate in terminalul N al proteinei,

componenta mobild este generatd de deviatiile celor doua terminale N in solutie.

Tablelul 4 Ponderea componentei imobile determinata din simularile spectrelor RES inregistrate pentru MnmE n
solutie, inainte si dupa adsorbtia pe sticla bioactiva.
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Dupa adsorbtie, toate spectrele prezintd o crestere a largimii liniei centrale de rezonanta, indicand o

descrestere a mobilitatii markerilor de spin ca urmare a imobilizdrii proteinei pe biosticld. Contributia
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componentei imobile a fost cuantificata prin simularea spectrelor RES §i exprimatd prin intermediul
fractiunilor de spini imobilizati. Astfel, imobilizarea proteinei a fost evidentiatd pentru fiecare pozitie
marcatd prin valorile obtinute pentru fractiunea componentei imobile inainte si dupa adsorbtie (Tabelul
4).

S-a constatat ca pozitiile cu cea mai mare imobilizare dupa adsorbtie sunt cele situate in domeniul G
al proteinei MnmE (E287 si S278) (Figura 10 si Tabelul 4). Aceasta imobilizare puternicd poate aparea
ca urmare a unei interactiuni directe a acestei regiuni a proteinei cu substratul de biosticla, indicand
faptul ca cele doud pozitii ar putea fi situate In apropierea unor puncte de contact dintre proteind si
suprafata biosticlei.

Efectul GA in adsorbtia proteinei. Conform informatiilor structurale obtinute din difractia de raze X,
spre deosebire de methemoglobind, aceastd proteind nu are multe lizine la suprafata [SCRIMA et al.
2005]. In consecintd, este putin probabil ca GA sa inducd polimerizarea MnmE. Desi s-a asteptat o
atagare mai puternicd a proteinei pe substratul de biosticla tratat cu GA, spectrele RES in unda continua
au relevat doar modificdri minore in acest sens, exceptand pozitia 1105 din terminalul N al proteinei
(Figura 10). Astfel, in cazul celor doua pozitii situate in domeniul G (E287 si S278), GA induce doar o
usoard crestere a componentei imobile (1+2 % 1in valoarea fractiei de markeri de spin imobilizati)
(Tabelul 4). Aceste diferente minore indica faptul ca imobilizarea acestei regiuni a proteinei este deja
extrem de pronuntatd pe substratul netratat cu GA, confirmind astfel prezumtia cd in apropierea celor

doua pozitii exista puncte de contact intre proteina si biosticla.

3.2.2. Modificari conformationale induse in structura MnmE in urma procesului de adsorbtie —
distante inter-spin

Ca si 1n cazul methemoglobinei, principala caracteristica a spectrelor DEER dupa adsorbtie este
adancimea foarte mica a modulatiei semnalului. Mai mult, in cazul adsorbtiei MnmE pe biosticla tratata
cu GA, modulatia semnalului este aproape inexistentd pentru trei din cele patru pozitii, nefiind astfel
posibila determinarea unei distributii de distante in aceste situatii (Figura 11 si Figura 12). Cauzele
acestei scaderi a adancimii modulatiei au fost deja discutate in Sectiunea 3.1.2. Astfel, pentru proteina
MnmE, o explicatie a acestui comportament poate fi disocierea proteinei in urma adsorbtiei si, in
consecinta, lipsa interactiunii dipolare intre markerii de spin situati In aceeasi moleculd (datorita
distantelor mai mari de 8 nm intre ei). Pe de alta parte, In cazul biosticlei tratate cu GA, spectrele DEER
prezintd o modulatie a semnalului care a permis determinarea unei distributii de distante. O posibila

explicatie pentru faptul ca o fractiune mica a proteinei isi pastreaza structura dimericd dupa atasare este
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faptul ca GA este un agent proteic care ajutd la mentinerea structurii native a proteinei [HEULE et al.

2003].
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Figura 11 Compararea rezultatelor DEER obtinute pentru mutantii MnmE E287 si S278 in cele doua stari ale
proteinei: starea apo (liniile negre) si starea de tranzitie GDP-AIF, (liniile roz): coloana din stdnga — functia de
evolutie dipolara fara corectia de background; coloana din centru — semnalul DEER de interactiune dipolara, dupa
corectia de background; coloana din dreapta — distributia de distante obtinuta prin regularizarea Tikhonov. Liniile
negre punctate reprezintd simularile spectrelor, obtinute in urma regularizarii Tikhonov. Spectrele au fost
inregistrate inainte (A) si dupd adsorbtia pe sticla bioactivd netratatdi cu GA (B) si tratatd cu GA (C).
Dreptunghiurile colorate indicd exactitatea datelor obtinute pentru distanta: alb = distante si distributii corecte;
galben deschis = distante aproximative, dar informatii incorecte despre distributia lor; magenta = predictii
incorecte.
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Figure 12 Compararea rezultatelor DEER obtinute pentru mutantii MnmE 1105 si K95 in cele doud stari ale
proteinei: starea apo (liniile negre) si starea de tranzitie GDP-AIF, (liniile roz): coloana din stanga — functia de
evolutie dipolara fara corectia de background; coloana din centru — semnalul DEER de interactiune dipolara, dupa
corectia de background; coloana din dreapta — distributia de distante obtinuta prin regularizarea Tikhonov. Liniile
negre punctate reprezintd simularile spectrelor, obtinute In urma regularizarii Tikhonov. Spectrele au fost
inregistrate inainte (A) si dupd adsorbtia pe sticla bioactivd netratatd cu GA (B) si tratatdi cu GA (C).
Dreptunghiurile colorate indicd exactitatea datelor obtinute pentru distanta: alb = distante si distributii corecte;
galben deschis = distante aproximative, dar informatii incorecte despre distributia lor; magenta = predictii
incorecte.
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De asemenea, se pare ca in acest caz, spre deosebire de rezultatele obtinute pentru methemoglobina,
GA nu induce polimerizarea proteinei, datoritd numarului mic de lizine aflate la suprafata moleculei.
Aceasta prezumtie este confirmata si de imaginile SEM, care nu evidentiazd formarea unor lanturi de
proteine ca in cazul imaginilor inregistrate pe probele cu methemoglobina (vezi Sectiunea 3.2.4).

Un caz special este cel al mutantului S278: se pare ca pe ambele tipuri de substrat (cu si faird GA),
markerii de spin atasati in aceastd pozitie sunt prea distantati pentru a se putea obtine un semnal DEER
(Figura 11). De fapt, locatia acestei pozitii in regiunea de bucle a domeniului G este caracterizata de o
flexibilitate ridicata care poate explica faptul ca cei doi markeri de spin ajung sa fie separati de o distanta
mai mare de 8 nm dupa atasarea proteinei pe biosticld. Astfel, inainte de adsorbtia proteinei, distributia
de distante a pozitiei S278 prezinta o contributie majora (aproximativ 80 % — valoare calculata din aria
de sub curba de distributie a distantei) data de markerii de spin aflati la o distantda de 4,9 nm intre ei.
Dupa adsorbtie, disocierea proteinei ar putea duce la o distantare cu mai mult de 3 nm a celor doua
pozitii, fiind astfel imposibild detectarea distantei intre cei doi markeri de spin cu ajutorul
experimentului DEER.

Analiza mobilitatii domeniilor G ale proteinei MnmE. Modificarile conformationale care apar in
structura MnmE in timpul ciclului GTP au fost studiate de Meyer et al. (2009). Dupa cum s-a mentionat
in Sectiunea 1, domeniile G sunt situate fata in fata atunci cand proteina nu are nucleotide atasate, dar
dupi addugarea GDP-AlFy se apropie cu o distantd de aproximativ 30 A [MEYER et al. 2009, BOEHME
2010, SCRIMA si WITTINGHOFER 2006] (vezi Figura 2). Dupa adsorbtie insa, maximele majoritare
inregistrate in distributia de distante pentru cele doua pozitii atunci cand proteina este in starea de
tranzitie (GDP-AL1Fy) sunt similare cu cele obtinute in starea apo (Figura 11), sugerand faptul ca cele
doud domenii G rdmin in conformatia initiala. Acest rezultat confirma ipoteza inaintatd de masuratorile
in unda continud, conform careia, dupd adsorbtie, proteina ,ingheatd” in stare deschisd datorita
imobilizarii pe suprafata biosticlei.

Pe de alta parte, contributiile majore inregistrate pentru pozitiile 1105 si K95, atunci cand proteina
este adsorbitd pe biosticla tratati cu GA, sunt similare cu cele obtinute inainte de atasare: 29 A (pentru
pozitia 1105) si 48 A (pentru pozitia K95) (Figura 12). Proba marcati in pozitia 1105 a fost singura
pentru care s-a putut obtine o distributie de distante dupd atasarea pe biosticla netratatd cu GA,
obtindndu-se un maxim la valoarea de 48 A (cu 20 A mai mult decat in solutie sau in cazul sticlei tratate
cu GA). Aceasta crestere a distantei dintre cele doud pozitii (care implicd o distantare a celor doua

terminale N ale proteinei) explicd cresterea in mobilitate a markerilor de spin atunci cnd proteina este
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atasata pe biosticla fara GA. De asemenea, confirma ipoteza disocierii proteinei in cei doi monomeri

constituenti in urma procesului de adsorbtie (Figura 13).

OPEN CLOSED

G domain

G domain G domain dimer
N

GTP hydrolysis
A in solution
A Y
Soansd
helical domain helical domain helical domain helical domain
N-terminal .
d i N-terminal
omain .
domain
L BGsubstrate “ 'BGsubstrate |
G domain g“\G domain '—-~\\
3 G domain \lG domain
] 1
. \
“eeeow’  GTP hydrolysis -l
S~ (_-~ e

B ™., inadsorbed state N S

~ A ~ \
~N ' ~N
Sema S
helical domain helical domain helical domain helical domain

N-terminal
domain domains

N-terminal

Figura 13 Tlustrare schematica a activarii proteinei MnmE ca urmare a hidrolizei GTP inainte (,,in solution’)
si dupa adsorbtia proteinei pe sticla bioactiva (,,in adsorbed state”). A. Tn solutie, domeniile G adopta o
conformatie deschisa Tn starea apo si 0 conformatie inchisd in starea de tranzitic GDP-AlF; B. Dupa
adsorbtie, domeniile G reprezintd regiunea de contact cu suprafata biosticlei si astfel proteina ramane in
conformatie deschisa si dupa atagarea nucleotidei. Figura adaptata din [SCRIMA si WITTINGHOFER 2006].

3.2.3. Modificari conformationale induse in structura MnmME in urma procesului de adsorbtie —
structura secundara

Deconvolutia amidei I din spectrul FT-IR al MnmE indica faptul ca interactiunea cu ambele tipuri de
substrat (cu si fard GA) induce modificari conformationale in structura secundard a proteinei (Figura
14). Trebuie precizat ca asocierea subbenzilor cu elemente ale structurii secundare s-a efectuat tindndu-
se cont de faptul cd solventul folosit in cazul acestei proteine a fost D,O (vezi Sectiunea 2.1). Astfel,

subbanda de adsorbtie atribuita structurii de tip a-helix, care apare la 1657,5 cm™ in proteina nativa, este
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usor deplasatd dupa adsorbtie (1659 cm™). Aceastd pozitie corespunde unor legaturi mai slabe de

.....

consecinta a interactiunii proteinei cu suprafata biosticlei.

Tabelul 5 Asocierea frecventelor corespunzatoare amidei I cu elemente ale structurii secundare pentru MnmE
nainte si dupa adsorbtia pe sticla bioactiva.

Frecventele medii (cm™)

a-helix B-sheet B-turn random agregate
MnmE
1657.5 1624, 1680 - -
1639,1695
MnmE pe sticla bioactiva 1659 1638 1678 1648 1620

Subbenzile de la 1624 si 1695 cm™ care corespund structurii tip B-sheet in structura nativa a proteinei
MnmE sunt de asemenea deplasate dupd adsorbtia pe biosticla, spre 1620 si respectiv 1692.5 cm™,
schimbandu-si astfel atribuirea (Tabelul 5). Componenta de la 1620 cm™ poate fi asociati cu vibratii ale
catenelor laterale sau ale unor structuri agregate [ARRONDO si GONI 1999, SESHADRI et al. 1999], iar

componenta de la 1692 cm™ poate fi asociata cu structuri tip p-turns [KONG si YU 2007, NATALELLO et
al. 2005, Susl si BYLER 1983].

IMNmE native |MnmE on BG IMnhmE on BG-GA

Absorbance (a.u.)

1700 1680 1660 1640 1620 1600 1700 1680 1660 1640 1620 1600 1700 1680 1660 1640 1620 1600
Wavenumber (cm'1)
Figura 14 Deconvolutia amidei I in subbenzile componente pentru MnmE 1inainte si dupa adsorbtia pe cele doua

substraturi de biosticld (cu si fard GA). Linia punctatd reprezintd suma subbenzilor componente. Erorile sunt
estimate la 1 cm™ pentru pozitiile subbenzilor si +5% pentru ariile lor.
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Astfel, tendinta generala este descresterea cantitdtii de a-helixuri si B-sheet si cresterea cantitatii de
structuri mai putin ordonate (B-turns, random coils, agregate) dupa adsorbtie. Aceste modificari sunt mai
pronuntate pe biosticla netratatd cu GA (Tabelul 6). Concluzia este ca, desi pierderea in structuri tip -
sheet este similara pe ambele substraturi, GA ajuta la pastrarea unei cantitati mai mari de a-helixuri in
structura MnmE dupa adsorbtie. Mai mult, procentul de structuri agregate este mult mai mic atunci cand

biosticla este tratatd cu GA, indicand un grad mai mic de denaturare a proteinei pe acest tip de substrat
(Tabelul 6).

Tabelul 6 Distributia structurii secundare in methemoglobina cabalind inainte si dupa adsorbtia pe sticla
bioactiva. Incertitudinea datorata erorilor experimentale si procedeului de simulare este estimata la + 5 %.
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3.2.4. Determinarea cantititii de proteind atasatd

Cantitatea de proteind atasatd pe sticla bioactiva a fost estimata din spectrele RES inregistrate la
temperatura camerei. Imediat dupd imersie s-au obtinut valori similare pentru ambele tipuri de substrat,
insa procesul de ultrasonare duce la desprinderea unei cantitati mai mari de proteind de pe biosticla
netratatda cu GA. Se confirma astfel ipoteza emisa in Sectiunea 3.1.4, ca GA duce la o atagare mai
puternicd a proteinei pe biosticld (Tabelul 7a). Aceste rezultate sunt confirmate si de valorile raportului

amida I/amida Il din spectrele FT-IR ale proteinei, inregistrate dupa ultrasonarea probelor (Tabelul 7b).
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Tabelul 7 (a) Concentratia molara (in uM) de MnmE atagata pe sticla bioactiva (BG) inainte si dupa ultrasonare.
Erorile sunt estimate la +£10%, datoritd setarilor experimentale si incertitudinii in realizarealiniei de baza. (b)
Raportul intensitatilor amida 1/ amida Il din spectrul FT-IR inregistrat pentru methemoglobina atasata pe biosticla
dupa ultrasonare. Erorile sunt estimate la +15%, datoritd setarilor experimentale si incertitudinii in extragerea
liniei de baza.
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In continuare, suprafata sticlei bioactive a fost analizati fnainte si dupa adsorbtie cu ajutorul
spectroscopiei XPS. Intensitatea relativa a fotopicului N 1s centrat in apropiere de 400 eV (Figura 15) a

fost utilizata pentru a monitoriza cantitatea de MnmE atasata pe suprafata biosticlei (Tabelul 8).

BG without GA

L BG with GA

i 407.5

399.3

Intensity (a.u.)
Intensity (a.u.)

4‘%5 ' 4‘IIO ' 4(|)5 ' 4(I)O ' 3é5 ' 3é0 465 4(30 3é5 3é0
Binding energy (eV) Binding energy (eV)
Figura 15 Spectrul XPS de inalta rezolutie al N 1s pentru sticla bioactiva (BG) Thainte (gri-a) si dupa imersia
(negru -b) in solutie de MnmE. (Fotopicul N 1s inregistrat la 407.5 eV nu contine contributii ale matricilor
organice si, In consecintd, inregistratea spectrului de Tnaltd rezolutie a acestui fotopic nu a fost necesara pentru

obiectivele acestui studiu. Fotopicul prezentat in figura a fost extras din spectrul survey al biosticlei netratate cu
GA).
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Deconvolutia spectrului XPS de finaltd rezolutie a N 1s a evidentiat, la fel ca in cazul
methemoglobinei cabaline, prezenta a doud componente centrate la 398,2 si 400 eV, ultimul fiind
caracterictic azotului in matrici organice [VANEA si SIMON 2011, SERRO et al. 2006]. Rezultatele sunt
in concordantd cu cele obtinute prin spectroscopia RES si FT-IR, indicand faptul cé biosticla tratata cu

GA prezintd o mai bund acoperire cu proteind a suprafetei (Tabelul 8).

Tabelul 8 Procentele atomice relative ale fotopicului N1s inregistrat in jurul valorii de 400 eV 1inainte si dupa
imersia n solutie de MnmE (spectrele au fost inregistrate pe probele ultrasonate)
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Imaginile SEM arata faptul cd dupad imersia biosticlei in solutie de MnmE se formeaza un strat
uniform de proteind pe ambele tipuri de substrat (Figura 16 si Figura 17), dar glutaraldehida induce o
mai bund organizare a stratului de proteind. Spre deosebire insd de imaginile inregistrate pe biosticla
imersata in methemoglobind, nu se distinge formarea unor lanturi de proteine, indicAnd faptul ca este
putin probabil sa se produca polimerizarea MnmE. Aceasta afirmatie este sustinuta, de altfel, si de

rezultatele obtinute cu ajutorul spectroscopiei DEER (vezi Sectiunea 3.2.2).
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Figura 16 Imaginile SEM inregistrate pe biosticla netratata cu GA, inainte (A) si dupa imersie (B) Tn
solutie de MnmE, la magnificari diferite.
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Figura 17 Imaginile SEM inregistrate pe biosticla tratatd cu GA, inainte (A) si dupa imersie (B) in
solutie de MnmE, la magnificari diferite.

30



4. Concluzii

Tn conformitate cu primul obiectiv al acestui studiu, s-a demonstrat ci spectroscopia RES, in
combinatie cu procedeul de marcare de spini, poate fi utilizata pentru a investiga adsorptia proteinelor pe
suprafete solide.

Rezultatele obtinute prin masuratori RES in unda continud au aratat ca mobilitatea markerilor de spin
este puternic afectatd dupd adsorbtie, indicand faptul cd migcarea intregii proteine este restrictionatd ca
urmare a interactiunii cu substratul de biosticld. In cazul methemoglobinei cabaline, masuritorile RES in
undad continud au evidentiat faptul cd regiunea din jurul pozitiei -93 este desfasurata dupa adsorbtie.
Intr-adevar, miasuritorile FT-IR au confirmat faptul ca aproximativ 18 % din structura de tip a-helix a
proteinei se desface ca urmare a procesului de adsorbtie, iar rezultatele obtinute prin spectroscopia
DEER au relevat o crestere a distantei dintre cele doud pozitii B-93. In consecinti, se poate concluziona
faptul ca helixul in care este localizata pozitia B-93 este desfacut dupa atasarea proteinei pe biosticla.

In cazul proteinei MnmE, din analiza spectrelor RES in unda continui s-a dedus ci pozitiile situate in
domeniul G al proteinei (E287 si S278) sunt extrem de afectate de interactiunea cu substratul de
biosticla, indicdnd faptul ca proteina se leaga cu aceastd regiune de suprafata sticlei bioactive (vezi
Figura 13). Aceasta afirmatie este sustinuta si de masuratorile DEER, care au demonstrat ca domeniile G
ale proteinei raman in stare deschisa si dupa atasarea nucleotidei GDP-AIFy, confirmand imobilizarea
celor doud domenii pe suprafata biosticlei.

Unul dintre cele mai importante aspecte al acestui studiu este ipoteza conform careia ambele proteine
disociaza 1n urma interactiunii cu substratul de biosticla. Aceastd ipoteza este sustinuta de o scidere
semnificativi a adincimii modulatiei semnalului DEER dupa adsorbtie. In cazul proteinei MnmE a avut
loc o reducere atat de drastica a adancimii modulatiei Incat nu a fost posibild obtinerea unei distributii de
distante. In concluzie, se poate spune ci functionalitatea acestei proteine este drastic afectatd in urma
atasarii pe sticla bioactivad. Acest aspect nu este insd o caracteristica definitorie in evaluarea
biocompatibilitatii unui biomaterial. Studii recente au relevat cd atasarea celulelor pe suprafata unui
material depinde in principal de cantitatea de proteina adsorbita [XIE et al. 2001, ZENG et al. 1999] si de
orientarea moleculei de proteina la suprafata materialului [BUCHANAN si EL-GHANNAM 2010, CHITTUR
1998]. Mai mult, s-a demonstrat ca o conformatie a proteinei bogata in structuri dezordonate, flexibile,
intensifica atasarea celulelor si raspandirea lor pe suprafata unei sticle bioactive [BUCHANAN si EL-

GHANNAM 2010].
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Un alt obiectiv al acestui studiu a fost investigarea efectului glutaraldehidei in atasarea proteinelor.
Masuratorile cantitative au evidentiat faptul cd GA influenteaza pozitiv adsorbtia celor doua proteine
(methemoglobina cabalind si MnmE) pe suprafata sticlei bioactive. Se poate concluziona cd GA ofera
puncte specifice si stabile de atasare a proteinei, astfel incat distributia stratului de proteine de la
suprafata biosticlei este mai organizata. In cazul in care biosticla nu este tratatd cu GA, proteina acopera
tot spatiul pe care 1l are la dispozitie, astfel incat unele molecule au doar puncte slabe de atasament si pot
fi usor indepartate prin spalare sau ultrasonare. Aceastd ipoteza este confirmatd si de imaginile SEM
nregistrate pe sticla bioactiva inainte si dupa imersia in proteina.

In privinta efectului pe care il are GA in pastrarea structurii native a proteinei, masuritorile FT-IR au
aratat ca, intr-adevar, in cazul ambelor proteine, un procent ridicat de structura ordonata (a-helix si -
sheet) ramane intact dupa adsorbtie. La nivelul structurii tertiare, masuratorile DEER au demonstrat ca,
in cazul proteinet MnmE, numai pe biosticla tratatd cu GA a ramas o fractiune de proteina care a reusit
sa-s1 pastreze structura de dimer. Aceste rezultate confirmad faptul cd GA are un rol In mentinerea
structurii native a ambelor proteine dupa adsorbtie, dar efectul la nivelul structurii tertiare este mult mai
slab decat in cazul structurii secundare.

Methemoglobina reprezinta un caz special, deoarece s-a aratat deja cd hemoglobina polimerizeaza in
prezenta glutaraldehidei [MacDONALD si PEPPER 1994, GUILLOCHON et al. 1986, WEETALL 1974]. In
consecintd, absenta totald a modulatiei observatd pentru spectrele DEER confirmd faptul ca tratarea
suprafetei sticlei bioactive cu GA induce polimerizarea methemoglobinei dupd adsorbtie. Mai mult,
imaginile SEM au ardtat cd GA duce la formarea unor lanturi de methemoglobina, constind in
macromolecule formate din 8+10 proteine.

Toate rezultatele prezentate mai sus evidentiaza faptul cd rezonanta electronicd de spin in combinatie
cu procedeul de marcare a spinilor, reprezintd o metoda puternica pentru studiul structurii si dinamicii
proteinelor dupa adsorbtia lor pe suprafete solide. Principalul avantaj al acestei metode este faptul ca
proteinele pot fi investigate in mediul lor fiziologic, permitand astfel sa se obtind informatii despre
dinamica si functionalitatea lor dupa adsorbtie. In plus, masuritori efectuate cu trei tehnici diferite au
certificat faptul ca spectroscopia RES poate fi utilizatd pentru a obtine informatii despre cantitatea de
proteina adsorbitd pe un substrat solid. Acest tip de informatie este de o importanta majora in domeniul
biomaterialelor si ajutd la intelegerea comportamentului proteinelor in timpul interactiunii cu medii

solide.
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