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ABSTRACT

Serum albumins, the most abundant proteins in plasma, have an important role in binding
and transporting fatty acids, bilirubin, steroids, etc.. Bovine serum albumin (BSA) is a type of
serum albumin that comes from bovines, and is widely used in labs due to its similarities in
structure and chemical composition with the human serum albumin (HSA).

The focus of this study is to observe BSA's characteristics, namely size and fluorescence,
in relation to temperature (from 25°C to 60°C) and pH (equal to 2, 5, 7, 8 and 10). Firstly,
dynamic light scattering (DLS) was used in order to measure the size of the protein, which
helped to justify the structural changes it undergoes. According to previous research, BSA tends
to form sizeable aggregates at lower temperatures which get reduced in size and number the
more the temperature increases, and it takes on a relatively compact form at neutral pH,
increasing in size the more acidic or basic the solution is. Secondly, the fluorescence of the
intrinsic fluorophores from within BSA's structure (tryptophan and tyrosine) was investigated
using fluorescence spectroscopy. The luminescence of the trypophan is more apparent compared
to the tyrosine's, but the amount of tyrosine residues is much greater, so their luminescence is
comparable.

All in all, the results show that at lower temperatures the sizes of the protein range from
around 10 nm to even 6000 nm, proving that aggregates are not only numerous but also quite
large, and at high temperatures the sizes range from around 3 nm to 100 nm, where aggregates
are less in number and much smaller. In terms of pH, aggregate sizes also show an expected
behaviour: at neutral pH the size range is usually smaller compared to a more acidic or basic pH.
When it comes to fluorescence, it was found that BSA can be excited with a wavelength of 280
nm and will emit at 340 nm, having a more intense fluorescence at a neutral pH compared to an

acidic or basic pH.
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1. INTRODUCERE

Proteinele au o importantd incontestabila pentru fiintele vii. Din aceastd categorie fac
parte albuminele, proteinele cele mai abundente din plasma, avand rol in legarea si transportul

acizilor grasi, a bilirubinei, steroizilor, etc [1].

Albumina serica bovind (eng. Bovine Serum Albumin — BSA) e 0 albumina serica
provenita de la vaci (bovine). Structura primara a aceasteia contine 583 de reziduuri de amino
acid in forma sa maturd, are masa moleculara egald cu 66,5 kDa [5], avand si fragmente de
triptofan (in pozitiile 134 si 212), tirozina si fenilalanina [1]. Din punct de vedere al structurii
secundare, BSA prezinta preponderent structuri de tip alfa-helix [28]. Aceste structuri sunt

ilustrate in figura 1.1 .

BSA este utilizatd in laborator datoritd similaritatii sale cu albumina sericd umana
(Human Serum Albumine — HSA), in proportie de 76% din punct de vedere al structurii si al
compozitiei chimice. Printre avantajele utilizarii BSA se numara si faptul ca aceasta poate fi

izolatd in forma extrem de purd, este relativ ieftina, foarte stabila si usor de obtinut [3].

Intr-un context comercial, BSA este obtinuti prin precipitare cu alcool, o metoda
dezvoltata de E. J. Cohn si asociatii sai in anii 1940 (in urma acestui procedeu se obtine
albumina BSA cu o puritate de 96%), sau prin tratament termic. Alte metode pentru indepartarea
impuritatilor sunt cristalizarea, electroforeza preparativa, cromatografia cu schimb ionic sau de
afinitate (elimina glicoproteinele), tratamentul termic (elimind globulinele), tratamentul cu pH
scazut, tratamentul cu carbune, precipitarea cu solventi organici (de exemplu, izooctan) si
tratamentul la temperatura scazuta. Tratamentul cu carbune si precipitarea cu solvent organic

indeparteaza acizii grasi [6].
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Fig. 1.1: Structura primara (a) si cea secundara (b) a proteinei BSA
https://www.researchgate.net/figure/Bovine-serum-albumin-primary-a-
and-secondary-b-structures-the-latter-with-indication fig2 281821304

1.1. Aplicatii ale proteinei BSA

Datoritd capacitdtii sale de a se lega de diferiti compusi si de a-1 transporta in corp prin
intermediul sistemului circulator, BSA este utilizatd in numeroase aplicatii biochimice. Fiind o
proteind mica, stabild si oarecum nereactiva cu alte proteine, e deseori utilizatd ca blocker in
imunohistochimie. Astfel, blocker-ul BSA, prin reactivitatea sa scazutd, va determina ca
anticorpii sa se lege de antigenii de interes, imbundtdtind senzitivitatea prin reducerea
zgomotului de fundal. De asemenea, aceasta mai este utilizatd ca nutrient in culturile celulare si
microbiene, pentru a determina cantitdtile altor proteine prin compararea unor cantititi
necunoscute ale acestora cu cantititi cunoscute de BSA, ca izolator temporar pentru substantele

ce blocheaza activitatea unei enzime, sau ca sablon pentru Sintetizarea nanostructurilor [5].



1.2. Proprietiti ale proteinei BSA

a) Capacitatea de legare

BSA se leagd cu usurinta de moleculele prezente in mediul in care se afla (acizi grasi,
hormoni, peptide), facilitdnd astfel transportul acestor molecule. De asemenea, proprietétile sale
antioxidante determina reducerea stresului celular, a deteriorarilor si la captarea radicalilor liberi

nocivi [4].

b) Capacitatea de blocking

Proteina BSA, fiind in general nefosforilata, este adesea recomandata pentru testele care
implicd anticorpi anti-fosfoproteina. Anticorpii anti-fosfoproteind pot lega proteinele fosforilate
gasite in blockerii laptelui (ex. cazeina). Cu toate acestea, este putin probabil ca anticorpii anti-

fosfoproteina sa se lege de BSA, reducand astfel fondul [4].
c) Stabilizare

BSA poate fi utilizatd ca stabilizator in vaccinuri, precum si in alte produse biologice

pentru a preveni degradarea [6].
d) Solubilitate

Albuminele sunt foarte solubile in apa, putand fi precipitate doar de concentratii mari de
saruri neutre. Stabilitatea solutiei de BSA este foarte buna, motiv pentru care este folosita pentru

stabilizarea altor proteine solubilizate [6].

e) Sensibilitate la temperatura si Ph

Denaturarea proteinei BSA prin cresterea temperaturii determind modificari ireversibile
(imposibilitatea de a se renatura) si duce la oligomerizarea proteinei, fiind obtinuti astfel

monomeri ce vor adera mult mai usor la alte molecule [7].

PH-ul determina sarcina la suprafata moleculei si, implicit, comportamentul moleculelor
de BSA. Acestea isi mentin structura nativa cat timp pH-ul are o valoare Intre 4 si 8, in caz
contrar modificandu-si structura. La pH-uri apropiate de 4 (ex. 4,5), moleculele de BSA
formeaza agregate, iar la pH-uri mai ridicate (ex. 8 sau 10), acestea tind sa se stabilizeze, fiind

prevenita agregarea [9].



f) Fluorescenta

BSA prezintd o fluorescentd intrinseca datorita celor doua reziduuri de triptofan, care
emit in domeniul UV. Fluorescenta proteinei BSA poate fi influentatd de interactiunile cu alte

molecule, fapt care ajuta la studierea anumitor legaturi din structura proteinei [10].



2. TEHNICILE UTILIZATE
2.1. Dynamic light scattering

Tehnica DLS (eng. Dynamic Light Scattering - imprastierea dinamica a luminii) se
bazeaza pe interactiunea luminii cu campul electric al unei particule mici sau al unei molecule
[15], intensitatea luminii Tmprastiate fiind Inregistrata de un detector. Undele imprastiate vor fi
fie in antifaza, anuldndu-se reciproc, fie in faza, producand un semnal detectabil. Corelatia dintre
intensitatea cu care fluctueaza lumina imprastiata si timp (de ordinul ns-us), este analizata cu
scopul de a determina cat de repede fluctueaza aceasta si, implicit, pentru a afla informatii despre

macromoleculele studiate [17].

2.1.1. Marimea particulei

Particula, fiind un corp tridimensional, poate fi descrisa printr-un singur numar prin
utilizarea unui diametru sferic echivalent. In functie de tehnica de masurare folosita, pot fi

obtinute marimi diferite pentru aceeasi proba, conform figurii 2.1 [15].
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Fig. 2.1: Dimensiunile sferelor echivalente
[15]

Marimea particulei masuratd prin intermediul unui instrument DLS este diametrul sferei
ce difuzeaza in acelasi interval de timp in care este efectuata masuratoarea. Mai precis, tehnica

DLS se foloseste de miscarea Browniana a particulelor pentru a le determina dimensiunea [16].



Aceastd miscare a macromoleculelor este influentatd de marimea lor, de temperaturd si de
vascozitatea solventului. Comportamentul macromoleculelor este determinat de dimensiunea pe
care o au astfel: moleculele mari vor difuza mai lent, neschimbandu-si pozitia prea mult in timp,
pe cand particulele mici 1si vor schimba pozitia intr-un timp scurt (acest comportament este

ilustrat in figura 2.2) [17].
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Fig. 2.2: Modul in care marimea particulelor determind miscarea acestora [16]

Viteza miscarii Browniene este descrisa cu ajutorul coeficientului de difuzie D, care

poate descrie dimensiunea unei particule prin intermediul ecuatiei Stokes-Einstein:

kT
3mnD

dy =

unde dnv = diametrul hidrodinamic, k = constanta Boltzmann, T = temperatura absoluta, n =

vascozitatea si D = coeficientul de difuzie [15].



2.1.2. Efectuarea unei masuratori DLS

in figura 2.3 sunt prezentate componentele principale ale unui instrument DLS.

Cuvette
containing
sample
Laser
//
Photon Digital
counting signal
device processor

Fig. 2.3: Componentele unui instrument DLS [15]

Instrumentele DLS pot avea detectorul fie la 90° (figura 2.3), fie la 173° sau la 158°, caz
in care se foloseste un sistem de detectare a retroimprastierii. Comparativ cu detectia la 90°, la
unghiurile pentru care Tmprastierea e mai mare, contributia efectelor difuziei rotationale poate fi
neglijatd in profilele de autocorelare observate, putind astfel sa obtinem coeficientul de difuzie
D. Pe de alta parte, prin detectia la unghiuri mai mari pot fi analizate probele de concentratii mai

mari sau probele care au particule de praf sau alte impuritati [17].

Intensitatea luminii Tmprastiate este descrisd ca functie de timp. Miscarea Browniana a
particulelor implica variatia acestei intensitati: particulele mici difuzeazd mai rapid decat
particulele mari, variatia intensitatii fiind mai prevalentd in cazul acestora. In figura 2.4 este

ilustrata corelatia dintre marimea particulelor si intensitatea detectata [18].
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Fig. 2.4: Corelatia dintre marimea particulelor si intensitatea detectata [15]
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Pentru procesarea datelor in DLS, este examinatd corelatia dintre semnalul detectat si el
insusi in intervale scurte de timp: semnalul este defazat cu un timp de intarziere t, calculand

raportul dintre semnalul original si semnalul intarziat.
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Fig. 2.5: Corelograme pentru particule mici (a) si mari (b)

https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Analytical Chemistry/

Instrumental Analysis (LibreTexts)/34%3A Particle Size Determination

134.05%3A_ Measuring_Particle Size Using_Light Scattering

Daca 1t este mic, raportul tinde spre 1, deoarece particulele nu au avut timp sa se
deplaseze, iar pentru un t mai mare, raportul tinde spre 0, fiindca particulele s-au deplasat pe o
distanta semnificativa. Intre aceste limite, corelatia sufera o scidere exponentiala (efect ilustrat in

figura 2.5), data de functia de corelatie G(t), avand formula:
G(t) = A[1+Be™%/7]
unde:

[ =Dg?
si

0= (4mtn/Ao)sin(6/2)
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In ecuatiile precedente:

A reprezinta linia de baza a semnalului (baseline-ul),
B reprezinta interceptul functiei,
D este coeficientul de difuzie,
n este indicele de refractie,
Ao este lungimea de unda a laserului

0 este unghiul sub care este captata lumina imprastiata [18].

2.2. Spectroscopia de fluorescenta

Fluorescenta este fenomenul prin care se emit fotoni ca urmare a absorbtiei undelor
electromagnetice ("lumina™) din domeniul UV-Vis. Emisia de fluorescenta apare dupa un timp
foarte scurt de la absorbtie, iar aceasta se initiaza totdeauna pe nivelul vibrational fundamental al

primei stari excitate electronic de singlet.

Spectroscopia de fluorescenta e un tip de spectroscopie ce analizeaza fluorescenta emisa
de citre molecule, prin intermediul unui aparat numit fluorimetru/spectrofluorimetru. in cadrul
acestei tehnici spectroscopice sunt vizate modificarile ce apar in starile electronice si vibrationale
ale moleculelor, mai precis, molecula va avea o stare electronica fundamentald, de energie mica,

si o stare electronica excitata, avand o energie mai mare [22].

Fluorescenta este un tip de luminescentd cauzata de excitarea unui electron de catre un
foton, urmata de emisia unui alt foton odatd cu dezexcitarea acestuia [20]. Adica, molecula
absoarbe energie la o lungime de unda la care prezinta moment de dipol de tranzitie. Acea
energie va determina tranzitia moleculei pe nivelul fundamental vibrational (v = 0) al starii
electronice fundamentale pana pe un nivel excitat vibrational (v = 0) al unei stari electronice
excitate de singlet, dupa care va avea loc o relaxare vibrationald pana la nivelul fundamental
vibrational (v = 0) al starii electronice excitate de singlet. In cele din urma, molecula se va
dezexcita la unul dintre diferitele nivele vibrationale ale starii electronice fundamentale, proces
care rezulta in emisia unui foton [22]. Aceste procese sunt ilustrate in diagrama Jablonski (figura
2.6).
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Fig. 2.6: Diagrama Jablonski ce ilustreaza diferitele tranzitii intre stérile energetice ale unei molecule.

https://jascoinc.com/learning-center/theory/spectroscopy/fluorescence-spectroscopy/

2.2.1. Spectrul de fluorescenta

Pentru obtinerea unui spectru de fluorescentda, moleculele sunt excitate cu o sursd de
lumina (de obicei din domeniul UV [22]), cauzand astfel emisia de fluorescenta a acestora, iar

fotonii emisi (intensitatea emisiei de fluorescentd) sunt detectati ca functie de lungimea de unda.

Spectrele de fluorescentd pot fi de doud tipuri: de emisie sau de excitatie. In cazul
spectrelor de emisie, lungimea de unda de excitatie Aexc este fixd, In timp ce lungimile de unda
emise sunt detectate si transpuse intr-un grafic al intensitatii emisiei de fluorescenta in functie de
lungimea de undd la care a fost emisd Aem. Pe de altd parte, pentru obtinerea spectrelor de
excitatie, lungimea de undd de emisie Aem este fixa, spectrul rezultat reprezintd dependenta
intensitatii emisiei de fluorescenta de lungimea de unda a radiatiei cu care a fost excitata proba
hexc. Spectrele de emisie si de excitatie pentru acelasi fluorofor au aceeasi forma in oglinda,
spectrul de emisie apdrand la lungimi de unda mai mari (pentru care energia € mai micd),

comparativ cu cel de excitatie.

Cele doua tipuri de spectre sunt utilizate cu scopul de a studia modul in care o proba
suferd modificari odatd cu variatia temperaturii, a concentratiei, a pH-ului, a polaritatii, a unor

anumite concentratii ionice sau a interactiunilor cu moleculele din mediul in care se afla [20].
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2.2.2. Legea lui Beer si efectele concentratiei

Deoarece procesul de relaxare de la o stare excitatd la cea fundamentald este mult mai
lent decat cel de emisie, fluorescenta poate oferi mai multe informatii referitoare la interactiunile

unui fluorofor cu solventii si cu moleculele din jur, comparativ cu absorbtia.
Astfel, avem formula intensitatii fluorescentei:
F=2303-K-Io-¢-b-c

unde K este o constanta data de geometria instrumentului, lo este intensitatea luminii de excitare,

€ este absorbtivitatea molara a fluoroforului, b este latimea cuvei, iar C este concentratia.

Din moment ce fluorescenta nu se raporteaza la intensitatea luminii incidente precum in
cazul absorbtiei, senzitivitatea acesteia este mult mai mare, nefiind limitatd de capacitatea
instrumentului de a diferentia intre intensitatile detectate si cele incidente. Prin urmare, este
nevoie de o cantitate mai mica de substanti pentru a obtine un semnal detectabil. In consecinta,

se pot detecta concentratii mai mici ale substantelor studiate [21].

2.2.3. Echipamente utilizate in studiul fluorescentei

Pentru inregistrarea spectrelor de fluorescenta se folosesc doua tipuri de echipamente:
fluorimetre cu filtru, care utilizeaza filtre pentru a separa lumina incidenta de cea fluorescenta, si

spectrofluorimetre, care folosesc monocromatoare cu retele de difractie in locul filtrelor.

In ciuda diferentelor, ambele functioneazi pe baza aceluiasi principiu: lumina provenita
de la o sursad de excitare trece printr-un filtru sau monocromator, dupa care ajunge la proba. O
fractiune din lumina incidentd e absorbitd de cétre proba, in timp ce unele molecule din aceasta
prezintd fluorescentd. Apoi, va avea loc emisia de fluorescenta in toate directiile, o parte din
aceasta ajungand la un al doilea filtru sau monocromator, pozitionat de obicei la 90° fata de raza
de lumina incidentd, apoi, la un detector [22]. In figura 2.7 este prezentati schema simplificati a

unui fluorimetru.
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Fig. 2.7: Schema simplificata a unui fluorimetru

https://practicalninjas.com/resources.html
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3. COMPORTAMENTUL PROTEINEI BSA iIN FUNCTIE DE DIFERITI PARAMETRI
Principalul obiectiv al acestei lucrari este studierea comportamentului proteinei BSA in

functie de temperatura si pH.
3.1. Efectul variatiei temperaturii

Concentrandu-ne strict pe efectul variatiei temperaturii, proteina trece prin diferite stadii,
schimbandu-si proprietatile. La temperaturi relativ mici, pot fi observate doud procese: formarea
de agregate monomer-monomer si formarea de agregate agregat-agregat. Primul proces descrie
tendinta monomerilor de a se lega unul de celdlalt, unindu-se astfel sub forma unui singur
agregat de dimensiuni mari. Pe de alta parte, al doilea proces prezinta reactia dintre agregatele
deja formate, rezultind in cresterea rapida a dimensiunilor particulelor [8]. Odata cu cresterea

temperaturii, agregatele isi reduc atat numarul cét si dimensiunile.

Primary Secondary
» aggregates aggregates
R R
highly reactive ( h-1) ( h.2)
unfolded form
native form sticking
lowly reactive \
unfolded form v
Polydisperse
large-sized
stable small-sized aggregates
aggregates

Fig. 3.1: Mecanismul de agregare a proteinei BSA la temperaturi mari (>60°C) [8].

La temperatura de 60°C, are loc denaturarea formei native de BSA, ce rezulta in doua
tipuri de proteine care se comporta diferit: proteine cu reactivitate mare si proteine cu reactivitate
mica (fig. 3.1). Odata cu cresterea temperaturii la 70°C, cele cu reactivitate mare tind sa formeze
agregate cu usurintd, rezultind in agregate primare, iar celelalte, avand reactivitate mica,
formeaza agregate stabile de dimensiuni reduse, care se vor lega ulterior de agregatele primare,
rezultand in agregate secundare. La 80°C, are loc cuplarea agregatelor secundare, cu formarea

agregatelor de dimensiuni mari.

Important este de mentionat faptul ca procesul de formare a acestor agregate are loc

datorita cresterii constante a temperaturii. Daca proteina este mentinutd la aproximativ 60°C,
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viteza cu care aceasta se va denatura nu va ramane proportionald cu viteza de formare a noilor

agregate, ci va creste, ducand la denaturarea completa a proteinei [8].

3.2. Efectul variatiei pH-ului

De asemenea, proteina BSA este puternic influentatd si de pH. Aceasta isi mentine
structura nativa intre pH = 4 si pH = 8, iar in afara acestui interval 1si va schimba conformatia de
pliere. La pH = 4,5, sarcina neta la suprafata devine 0, iar moleculele de BSA vor agrega. Odata
cu cresterea pH-ului, va creste si sarcina, repulsia electrostaticdi dominantd stabilizand

moleculele si prevenind agregarea [9].

Daca dorim sa descriem efectul pH-ului la nivel intramolecular, va trebui sa incepem cu
faptul ca proteina BSA prezinta 17 legaturi disulfid care 1i dau rigiditatea, dar, in acelasi timp 1i
permit o modificare semnificativa a formei si a marimii acesteia in functie de diverse conditii
externe, si un grup sulfhidril (Cys-34). La un pH neutru, legaturile disulfid nu sunt expuse la
solvent, aflandu-se in interiorul moleculei, in timp ce cisteina libera (Cys-34) se afld intr-un

,,ouzunar” hidrofob al moleculei de BSA [8].

F form pH=2.7-4.3

Fig. 3.2: Diagrama schematica a schimbarilor conformationale ale structurii proteinei BSA in functie de pH. (a)
forma N = Nativa, (b) forma F = Rapida (eng. Fast), (c) forma E = Expandata
https://www.researchgate.net/figure/Schematic-diagram-of-conformational-changes-of-BSA-structure-as-a-function-
of-pH-a-N_figl 377355716
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Molecula de BSA suferd o izomerizare conformationald reversibila in functie de pH.
Formele pe care aceasta le poate adopta sunt: forma ,,N” este cea mai compacta si predomina la
pH-uri neutre (intre 8 si 4,3), forma ,,F” descrie structura mai extinsd a formei ,,N”, avand
dimensiuni mai mari decat aceasta (aparand la pH-uri intre 4,3 si 2,7), si forma ,,E”, ce reprezinta
forma cea mai extinsa a proteinei, fiind cea mai mare ca dimensiuni (la pH-uri mai mici de 2,7).
De asemenea, odata cu trecerea proteinei de la forma ,,F’ la forma ,,E”, aceasta va avea o

crestere semnificativa a vascozitatii intrinseci [25].

3.3. Efectul variatiei altor parametri

Atat denaturarea proteinei BSA, cat si formarea de agregate la temperaturi inalte, sunt
influentate de temperatura, pH, concentratia de proteine, perioada de incubatie si concentratia de
sare. Odata cu cresterea temperaturii, forma nativd compactd a BSA devine mai flexibilad si mai
reactiva [8], in timp ce cresterea pH-ului va determina reducerea numarului de agregate ce se pot
forma. Studiile realizate pe aceasta temd, avand conditii experimentale si metode diferite,
demonstreaza ca proteina BSA se denatureaza intr-un interval de temperatura situat intre 60°C si

80°C [24].

Denaturarea poate fi incurajata (prin aditia de uree) sau prevenita (prin aditia de NaCl,

glucoza, sucroza sau dodecil sulfat de sodiu - SDS).

Ureea actioneaza ca un agent denaturant datoritd faptului ca perturba legdturile de
hidrogen dintre moleculele de apa, reducand astfel stabilitatea starii native a BSA. Astfel,
proteina 1si va modifica structura de la o macromoleculd pliatd complet la o forma incolacita fara

structura [30].

NaCl, in schimb, ajuta la stabilizarea proteinei BSA. Odata cu aditia acesteia, temperatura
la care are loc denaturarea este mai ridicatd. NaCl are de asemenea relevantd in context
fiziologic, avand rolul de a mentine potentialul membranar si transducerea semnaelor, dar si de a

media taria ionica in sange [31].

Conform experimentelor realizate de catre Boye et al., glucoza stabilizeaza mai eficient
denaturarea termica comparativ cu zaharoza. SDS, de altfel, nu doar creste stabilitatea termica a

BSA, dar si previne formarea de agregate [32].
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4. FLUORESCENTA PROTEINEI BSA

Proteina BSA prezintd o structura impartitd in trei domenii principale (I, II si [11),
similare ca structurd, care, la randul lor, sunt impartite in doua subdomenii (A si B) dupa cum se
vede si in figura 4.1. Aceasta prezintda o fluorescenta intrinsecd, datoritd reziduurilor
(aminoacizilor) de triptofan prezente in configuratia sa, unul din ele (Trp-134) aflandu-se pe
suprafata proteinei, in regiunea hidrofila (regiunea IB), iar celalalt (Trp-212) fiind localizat in
,,ouzunarul” hidrofob de legatura (regiunea 11A) [12] (evidentiate in figura 4.2), dar si cele de

tirozina, care sunt distibuite uniform in interiorul structurii [33].

Fig. 4.1: Dispunerea domeniilor si subdomeniilor Fig. 4.2: Pozitiile reziduurilor de triptofan in
structurii secundare a proteinei BSA structura tertiard a proteinei BSA
[28] [29]

Prin iradierea proteinei la 280 nm, ambele tipuri de reziduuri vor fi excitate, dar daca se
doreste studierea separatd a acestora, iradierea la 295 nm rezultd doar in excitarea triptofanului.
De asemenea, luminescenta acestora cand se afla in interiorul proteinei difera. Reziduurile de
tirozina au o luminescenta mult mai slaba decat cele de triptofan, dar datorita faptului ca tirozina
se gaseste In cantitdti mai mari, majoritatea luminii de excitatie la 280 nm va fi absorbita de

aceasta [34].
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OH OH

NH,
HN NH; HO
Fig. 4.3: Structura aminoacidului triptofan Fig. 4.4: Structura aminoacidului tirozina
https://ro.wikipedia.org/wiki/Triptofan https://ro.wikipedia.org/wiki/Tirozin%C4%83
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Fig. 4.5: Spectrul de emisie pentru triptofan si tirozina, excitate la 266 nm
https://www.researchgate.net/figure/Emission-spectrum-for-tryptophan-and-tyrosine-excited-at-266-
nm_fig4d 236967565

Triptofanul poate fi excitat cu lungimi de unda de 230 nm si 280 si prezinta emisie in jur
de 350 nm [35], in timp ce tirozina poate fi excitata la 202, 210 si 275 nm, avand o emisie la 304

nm [36], fapt care poate fi observat si in figura 4.5.

Intensitatea emisiei de fluorescentd este puternic influentata de pH-ul solutiei de BSA.
Astfel, la pH-uri neutre (de exemplu pH = 7) intensitatea fluorescentei este mai mare, deoarece
proteina BSA ia forma N, compacta. La pH-uri mai mici de 3, proteina trece la o forma E,
extinsa, si prezinti o fluorescenti redusa, dar nu la fel de redusa ca in cazul pH-urilor ridicate. In
cazul acestora, mai exact la pH-uri mai mari de 9, proteina se desfasoara, trecand la o forma B
(eng. Basic), fenomen ce va determina cresterea potentialului electrostatic, avand ca rezultat

diminuarea fluorescentei [28].
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5. MODUL DE LUCRU
5.1. Pregatirea probei

Am preparat o solutie de concentratie 0,1% de BSA dizolvata in apa astfel: am amestecat
1 mg de proteina cu 1 mL de apa, dupa care am luat 100 uL din solutie si am adaugat-o la 900

uL de apa, ajungand la concentratia dorita.

Am pipetat 200 pL din solutia de concentratie 0,1% intr-o cuva de model ZENO0112, pe

care am introdus-o in aparatul Zetasizer Nano.
5.2. Efectuarea masuratorilor

Prin intermediul programului ,Zetasizer”, am setat parametrii in functie de masuratorile
dorite: am optat pentru masurarea dimensiunii moleculelor prin optiunea "size", am precizat
substanta utilizata, "BSA", precum si dispersantul "water"; am setat temperatura la 25° C, dupa
care am realizat 3 seturi de cate 100 de masuratori. Pentru urmatoarele masuratori, am crescut
temperatura cu cate 5 grade pana ce am ajuns la temperatura de 60° C, precizand la fiecare un
timp de adaptare a substantei la schimbarea de temperatura de 20 s si am realizat cate 3 seturi a

cate 30 de masuratori.
Rezultatele obtinute au fost prelucrate in programul Origin, cu scopul de a fi analizate.

Am repetat intregul proces pentru diferite pH-uri ale solutiei de BSA. In cazul substantei
control, pH-ul era egal cu 7, iar pentru urmatoarele seturi de masuratori am pregatit substante cu
pH-ul egal cu 2, 5, 8 si 10 astfel: am pregatit cate 10 mL de solutie de HC1 37% 1M si NaOH
IM, dupa care am pipetat diferite cantitati din acestea si le-am amestecat cu cate 200 pL de
solutie de BSA. Astfel, pentru a ajunge la pH=2, am adaugat 1 pL solutie de HCI, pentru pH=5,
am adaugat 1 uL HCl si 3 uL NaOH, pentru pH=8 am adaugat 1 pL de NaOH, iar pentru pH=10,
am adaugat 2 uL de NaOH.

pH 2 5 7 8 10
NaOH OpuL 3uL OpuL 1uL 2 uL
HCI 1uL 1uL O uL O uL OuL

Tabel 5.1: Cantitatile de NaOH si HCI utilizate pentru obtinerea fiecarui pH
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5.3. Determinarea spectrelor de fluorescenta

Am pipetat 700 uL din substanta precedenta, de concentratie 0,1%, intr-o cuva, pe care
am introdus-o intr-un spectrofluorimetru. Am determinat atat spectrele de emisie, cat si cele de

excitatie pentru fiecare solutie preparata la diferite pH-uri.

in cazul spectrelor de excitatie, excitarea probei s-a ficut cu lungimi de unda din

domeniul [200 nm, 335 nm], iar semnalul de fluorescenta a fost inregistrat la 341 nm.

in cazul spectrelor de emisie, proba a fost excitatd cu o lungime de unda de 280 nm,

semnalul de fluorescenta fiind inregistrat in domeniul [285 nm, 500 nm].

Spectrele de emisie si de excitatie au fost determinate pentru toate solutiile preparate la

diferite pH-uri, largimea fantei de intrare fiind setatd la 3 mm, iar cea de iesire de 5 mm.

Pentru masuratori am utilizat o cuva micro, din cuart, pentru fluorescenta, precum cea din

figura5.1.

15}

—L

Fig. 5.1: Figura desenati a unei cuve din cuart pentru fluorescenta

https://whitebearphotonics.com/products/starna-23-3-23-4-23-5-series-square-micro-fluorometer-cells-with-stopper-

special-optical-glass-spectrosil-quartz
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6. REZULTATELE OBTINUTE

Am efectuat masuratori DLS ale dimeniunii moleculelor BSA 1in solutie la diferite pH-uri
sl temperaturi. Astfel, am preparat 5 solutii cu diferite pH-uri (2, 5, 7, 8 si 10). Pentru fiecare
solutie am efectuat masuratori de tip DLS la diferite temperaturi (de la 25° la 60° C, din 5 in 5°
C) pentru a observa modificarile conformationale care apar in urma schimbarii conditiilor de

mediu (pH si temperatura).
6.1. Determinarea dimensiunilor proteinei BSA

Conform literaturii, proteina BSA are forma unui elipsoid cu dimensiunile de aproximativ
4x4x14 nm [11]. In anumite conditii de temperatura si pH, moleculele de BSA au capacitatea de
a se uni, formand agregate de dimensiuni considerabile. Acest fapt se observa si in rezultatele

masuratorilor DLS efectuate.
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Fig. 6.1: Masuritori realizate utilizand tehnica Dynamic Light Scattering (DLS) ale unei solutii de BSA dizolvata in

apa la temperatura t=25° si pH=2. Observam ca proteina prezinta diferite dimensiuni, precum 3, 10 si 500 nm.
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Pentru pH = 2, la t = 25° putem observa c¢a numarul de agregate cu dimensiunea de
aproximativ 600 nm este mai mare decat numarul de molecule cu dimensiunea de aprox. 12 nm.
(figura 6.1), deci agregatele BSA sunt mai numeroase decat moleculele BSA individuale. In plus

se observa ca agregatele au dimensiuni mari.
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Fig. 6.2: Masuratori DLS realizate la temperatura t=30° si pH=2. Proteina prezinta diferite dimensiuni, precum 3, 10

si 400 nm.

Rezultate similare apar si dupd ce am crescut temperatura probei cu 5°, dupa cum se

observa in figura 6.2. Exista totusi o diferenta in dimensiune a agregatelor.
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Fig. 6.3: Masuratori DLS realizate la temperatura t=55° si pH=2. Proteina prezinta dimensiunile 10 si 100 nm.
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Fig. 6.4: Masuratori DLS realizate la temperatura t = 60° si pH = 2. Proteina prezinta dimensiunile 3, 10 si 70 nm.

Dar, odata cu cresterea temperaturii la t = 55° (figura 6.3) si t = 60° (figura 6.4), sesizam
nu doar ca numdrul de agregate scade ca rezultat al denaturdrii proteinei de BSA, ci si ca
dimensiunea acestora este redusa la aprox. 100 nm, la t = 60° avand chiar si o cantitate mai mare

de molecule de DSA izolate, cu dimensiuni de 3 nm.
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Fig. 6.5: Masuratori DLS realizate la pH = 5, la temperaturile t = 25° si t = 60°.

O evolutie mai drastica poate fi observata la modificarea temperaturii in conditiile 1n care
pH-ul solutiei este mentinut constant, la valoarea pH = 5 (figura 6.5). La t = 25°, proteina
prezinta diferite dimensiuni precum 6, 50, 90 si 500 nm, fiind predominante agregatele de
500nm, in timp ce la t=60° proteina prezintd dimensiunile 8, 40 si 80 nm, numdarul si

dimensiunile agregatelor fiind redus din cauza denaturdrii proteinei.
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Fig. 6.6: Masuratori DLS realizate la pH = 8, la temperaturile t = 25° si t = 60°.

26



Fig. 6.7: Masuratori DLS realizate la pH=10, la temperaturile t=25° i t=60°.

De asemenea, si la pH-uri mai ridicate precum pH=8 si pH=10 am obtinut rezultate
similare. Pentru pH=8 (figura 6.6), la t=25°, proteina prezinta diferite dimensiuni precum 10, 20,
500 si 5000 nm, in timp ce la t=60° proteina prezintda dimensiunile 10 si 100 nm. Pentru pH=10

(figura 6.7), la t=25°, proteina prezinta dimensiunile 10 si 500 nm, in timp ce la t=60° proteina
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prezintd dimensiunile 10, 50 si 100 nm.

In cazul acestora, cantitatea de molecule cu dimensiunea de 10 nm este mult mai

semnificativa, datorita faptului ca la pH-uri ridicate sarcina la suprafata moleculei creste, repulsia

electrostatica prevenind agregarea. [9]

Rezultatele de mai sus sunt sintetizate in urmatorul tabel:

pH Temperaturi (°C) Dimensiuni DLS (nm)
25 3,10, 500

2 30 3, 10, 400
55 10, 100
60 3,10, 70

5 25 6, 50, 90, 500
60 8, 40, 80

3 25 10, 250, 500, 5000
60 10, 100

10 25 10, 500
60 10, 50, 100

Tabel 6.1: Dimensiunile DLS obtinute

27




In cele din urma, vom insista asupra efectului pH-ului asupra proteinei BSA la diferite
temperaturi.
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Fig. 6.8: Masuratori DLS realizate la t=25°, la diferite pH-uri.

in figura 6.8, se poate observa ci dimensiunile cele mai comune, indiferent de pH, sunt
cele de 10 si 500 nm. Dupa cum ne asteptam, la pH-uri mai mici (ex. 2 si 5) predomina
agregatele de dimensiuni mai mari, precum 500 nm, in timp ce la pH-uri mai mari (ex. 7, 8 si 10)

predomina moleculele de dimensiuni mai mici, precum 10 nm.
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Fig. 6.9: Masuratori DLS realizate la t=60°, la diferite pH-uri. Dimensiunile cele mai comune, indiferent de pH, sunt
cele de 10 si 100 nm.

La t=60° (figura 6.9) predomina dimensiunile mai mici indiferent de pH, in special cea de
10 nm. Comparativ cu rezultatele obtinute la t=25° este evident faptul ca agregatele au
dimensiuni mai mici si sunt mai reduse ca numar. Deci putem spune céd la 60°C este evidenta
distrugerea structurii tertiare (sau chiar secundare) a proteinei, datorita ruperii legaturilor de

hidrogen (mai slabe) in procesul de denaturare a proteinei BSA.

Distributia dimensiunilor este destul de haotica la pH-uri mai mici, precum pH = 2 si pH
=5, indiferent de temperatura probei, dupa cum se poate observa in figurile 6.10 si 6.11. Totusi,
la pH = 2 se observa ca aproape la toate temperaturile sunt prezente dimensiuni de 10 nm sau
foarte apropiate de 10 nm.
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Fig. 6.10: Masuratori DLS realizate la pH=2, la diferite temperaturi. Dimensiunea de 10 nm apare destul de

consistent, in rest avand o multitudine de dimensiuni, variind de la 50 1a 500 nm.
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Fig. 6.11: Masuratori DLS realizate la pH=5, la diferite temperaturi. Proteina prezintd o multitudine de dimensiuni.

30



Pe de alta parte, cu cat pH-ul este mai mare, cu atat spectrele devin mai uniforme (figurile
6.12, 6.13 si 6.14),
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Fig. 6.12: Masuratori DLS realizate la pH=7, la diferite temperaturi.
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Fig. 6.13: Masuratori DLS realizate la pH=8, la diferite temperaturi.
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Fig. 6.14: Masuratori DLS realizate la pH=10, la diferite temperaturi.

Conform figurilor 6.12, 6.13 si 6.14 dimensiunea de 10 nm apare mult mai consistent, iar

in cazul agregatelor, acestea au un numar redus si o varitie in dimensiune intre 100 si 600 nm.

Rezultatele de mai sus sunt sintetizate in tabelul 6.2.

Temperatura (°C) pH Dimensiuni DLS (nm)
3, 10, 600
5, 50, 90, 500
10, 400, 6000
8, 30, 500, 5000
2,10, 500
3, 10, 500
1,7,300
10, 300, 700, 5000
3, 8, 20, 300
10, 20, 200, 400
10, 100
60, 90
2,6,10, 40
9,100
9,150
3,8,70
1, 2,8, 40, 80
70, 100, 5000
70, 100
9,50, 90

25

30

55

60

= = = =
Sle(~laivSlol~wjain| Bl ~N|o| S| ~N|a|

Tabel 6.2: Dimensiunile DLS obtinute
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Multitudinea de dimensiuni apar din cauza faptului ca aparatul Zetasizer sesizeaza
diferite diametre hidrodinamice in functie de cum sunt orientate moleculele sau agregatele din
solutia BSA. Cand sunt detectate 2-3 dimensiuni mai mari de 4 nm si 14 nm dar nu peste 30 nm,
stim ca proteina apare sub forma de monomeri, iar daca sunt detectate dimensiuni de 30-100 nm
e vorba de dimeri/trimeri. Daca se obtin dimensiuni mai mari de 100 nm, in proba analizata sunt
prezente agregate, sau chiar si agragate secundare (de dimensiuni mult mai mari comparativ cu

agregatele mentionate anterior).

Cand pH-ul solutiei este neutru, agregatele au o forma sferica, compacta, iar de aceea ar
trebui si apard mai putine dimensiuni mari. In schimb, la pH acid sau bazic, forma agregatelor
este alungitd, deci ar trebui sa se obtind mai multe tipuri de dimensiuni mari si foarte mari.
Astfel, la pH=7 si pH=8 (figurile 6.12 si 6.13) peak-urile pentru dimensiunile mai mari de 100
nm au intensitati mai mici (majoritatea sub 5), in timp ce la pH=2, pH=5 si pH=10 (figurile 6.10,

6.11 si 6.14) peak-urile au intensitati mai mari (in jur de 10 sau chiar si peste 60 la pH=5).

6.2. Determinarea spectrului de fluorescenti a proteinei BSA

In ceea ce priveste fluorescenta, proteina BSA prezinta fluorescenta intrinseca datoriti
celor doud reziduuri de triptofan pe care le are in structurd. Astfel, prin excitarea probei cu
diferite lungimi de unda din domeniul UV, putem afla spectrul de emisie al proteinei. Conform
diferitor surse ([12], [13], [14], [22]), triptofanul are o lungime de unda de absorbtie maxima de

280 nm si un peak de emisie ce variaza intre 300 si 350 nm, in functie de polaritatea mediului.
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Fig. 6.15: Spectrele de excitatie ale unor solutii de BSA la diferite pH-uri si t=35°.
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Din figura 6.15 rezultd faptul ca, pentru a avea o emisie la 341 de nm, proba poate fi

excitatd cu o lungime de unda fie de aproximativ 230 nm, fie de 280 nm.
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Fig. 6.16: Spectrele de emisie ale unor solutii de BSA la diferite pH-uri si t=35°. Excitatia la 280 nm.

Excitarea probei cu lungimea de unda de 280 nm (figura 6.16) confirma acest fapt,
datorita faptului ca emisia de fluorescenta a proteinei rezulta ca fiind in intervalul [330,350] nm.
Se observa modificarea atat a lungimii de unda a maximului de emisie de fluorescenta cat si a
intensitatii acestui maxim, odata cu schimbarea pH-ului solutiei de BSA. Cea mai intensa emisie
de fluorescenta o au probele cu pH 5 si 7. Atat in mediu acid (pH = 2), cat si in mediu bazic (pH
= 8, pH = 10), intensitatea emisiei de fluorescentd Scade, iar maximul de fluorescentd se

deplaseaza spre lungimi de unda mai mici.
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CONCLUZII

Conform masuratorilor DLS, conformatia moleculei de BSA este puternic influentata atat
de pH cat si de temperatura. La temperaturi si pH-uri scazute (t=25°, pH=2), moleculele tind sa
agrege, in timp ce la temperaturi si pH-uri ridicate (t=60°, pH=10), numarul de agregate este

redus semnificativ, dovada ca a inceput denaturarea proteinei.

Din punct de vedere al fluorescentei, proteina BSA poate fi excitatd cu o lungime de unda
de 280 nm si va emite la 340 nm. De asemenea, se poate observa ca intensitatea fluorescentei
este mai mare la pH-uri neutre (pH=5 si pH=7), datoritd formei compacte a proteinei, si mai
redusa atat la pH-uri mici (pH=2), cat si la pH-uri mari (pH=8 si pH=10), datorita formei extinse
sau desfasurate a acesteia. Deoarece emisia de fluorescentd este mare in conditii echivalente
biologic (pH=7 si temperatura t=35°), BSA poate fi utilizata in aplicatii biologice de senzoristica,
precum facilitarea detectiei unor anumite molecule prin cresterea intensitatii fluorescentei in
urma formarii unor legdturi cu acestea (de exemplu, imbunatatirea emisiei de fluorescenta a
proteinei DPP-10 datorata interactiunilor electrostatice ce au loc intre aceasta si proteina BSA,

ducand la cresterea vizibilitatii celulelor investigate [26]).
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