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CERCETATE PRIN METODA DE iMPRASTIERE LA UNGHIURI MICI
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Rezumat. Studierea proprietatilor structurale si a interactiunilor asociative ale
componentelor bioactive precum moleculele proteice prezintd un interes deosebit
pentru extinderea spectrului de aplicatii industriale sau optimizarea celor deja
existente. Astfel, scopul acestei cercetari este de a studia structura unor proteine cu
activitate antioxidantd precum lactoferina, glucoxidaza, p-lactoglobulina, utilizand
metoda de imprastiere la unghiuri mici cu raze-X/ neutroni.

Cuvinte cheie: lactofering, glucoxidaza, B-lactoglobulind, antioxidanti, imprastiere la
unghiuri mici, raze-X, neutroni.

STRUCTURAL PROPERTIES AND INTERACTION MECHANISMS OF SOME

MACROMOLECULES WITH ANTIOXIDANT ACTIVITY STUDIED BY THE
SMALL ANGLE SCATTERING METHOD

Summary. Studying the structural properties and associative interactions of bioactive
components such as protein molecules is of particular interest for expanding the
spectrum of industrial applications or optimizing existing ones. Thus, the purpose of
this research is to study the structure of some proteins with antioxidant activity such
as lactoferrin, glucooxidase, p-lactoglobulin, using the X-ray/neutron small angle
scattering method.

Keywords: lactoferrin, glucooxidase, p-lactoglobulin, antioxidants, small angle
scattering, X-rays, neutrons.

INTRODUCERE

Cercetarea antioxidantilor alimentari si asocierii lor cu multiple beneficii asupra sanatatii,
prezintd un domeniu de interes ce a luat amploare in ultimii ani, multe studii concentrandu-

se asupra vitaminelor, polifenolilor, proteinelor si polizaharidelor dietare si interactiunii

acestora pentru identificarea noilor utilizdri sau imbunatatirea aplicatiilor deja existente.

Ca urmare au aparut noi concepte si noi tipuri de produse care sa ajusteze carentele

alimentare si s vind in sprijinul mentinerii starii de sandtate a organismului. Au aparut
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astfel alimentele functionale si suplimentele alimentare care prin compusii biologic activi
contribuie la mentinerea starii optime de sanatate. Utilizarea componentelor bioactive
(precum proteine, enzime, vitamine, polifenoli, fosfolipide) ca si constituenti ai alimentelor
functionale sau ai nutraceuticelor — nutrienti farmaceutici standardizati [1], necesitatea
elabordrii carora a aparut odatd cu reducerea consumul de medicamente si promovarea unui
mod sédnatos de viata [2,3]. Este necesar de mentionat definitia conventional acceptata de
legislatia Uniunii Europene (EC 1924/2006) pentru alimentele functionale, care prezinta
grupul de produse alimentare cu functie specifica ,,fiziologica” care fiind consumate ca
parte a dietei obisnuite, acestea oferd efecte asupra sanatatii care depasesc efectele
nutritionale traditionale [4]. In acest sens, cercetarea proprietitilor structurale si a
interactiunilor asociative ale componentelor bioactive precum moleculele proteice prezinta
un interes deosebit pentru a intelege mai bine mecanismul de actiune al acestora.

Scopul acestui studiu consta in cercetarea structurii unor proteine cu activitate antioxidanta
precum lactoferina, glucoxidaza, B-lactoglobulina, utilizind metoda de imprastiere la
unghiuri mici cu raze-X/ neutroni pentru o intelegere mai bund a mecanismelor de
interactiune ale acestora.

2. REZULTATE SI DISCUTII

Macromoleculele proteice si polizaharidele sunt complexe structural, astfel ca intelegerea
mecanismelor de interactiune presupune intelegerea principiilor de formare a moleculelor
proteice precum si organizarea structurald a acestora. Astfel, pentru studierea proteinei de
interes este important de stabilit o abordare separata specifica in care sd se tind cont de
constructia chimica, arhitectura precum si functia biologica pe care aceasta o exercita.

Metoda de imprastiere la unghiuri mici cu raze-X (Small Angle X-ray/ Neutron Scattering,
SAXS/ SANS) este o tehnica fundamentala de analiza a structurii materiei condensate, ce
ofera informatii despre dimensiunea, forma si structura internd a materiei cercetate. Metoda
de imprastiere la unghiuri mici este utilizatd cu succes in domenii de cercetare precum
fizica materiei condensate, biologia moleculara, biofizica, s.a. Aceasta metoda are la baza
fenomenul de interactiune a razelor-X de lungimi de unda mici (0,1 — 0,2 nm) cu materia.
Comparativ cu difractia de raze-X, SAXS nu permite identificarea structurii atomice a
materialelor.

In timpul unei masuritori SAXS fasciculul monocromatic incident este directionat spre
esantionul ce contine solutia cu particule coloidale sau macromolecule. In rezultatul
interactiunii fasciculului de raze-X cu esantionul analizat are loc imprastierea elastica a
razelor-X la unghiuri mici fata de fasciculul de raze incidente. In metoda imprastierii la
unghiuri mici se masoara intensitatea fasciculului imprastiat de raze-X si este determinata
ca functie a unghiului de imprastiere 26, care este proportional cu vectorului de imprastiere
g, definit ca diferenta dintre vectorul incident (ki) si vectorul de imprastiere (Ks) q= ks - ki,
prezentat in Figura 1.
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Fig. 1. Definirea vectorului de imprdstiere q ca diferenta dintre vectorul de
incidenta ki si vectorul de imprastiere ks

Acest fenomen are la bazd imprastierea elastica a radiatiei electromagnetice de catre
particule de dimensiuni mult mai mici sau de dimensiuni de acelasi ordinul cu fotonul care
interactioneaza cu particula. Vectorului de imprastiere este exprimat prin formula:

q=4msin6/A 1)
20 este unghiul de Tmprastiere;
A este lungimea de unda a fluxului incident de raze-X.

Intensitatea de imprastiere este produsul dintre factorul de forma P(q) si factorul de
structura S(q):

1(@) = 3 P(@)S(q) )

Factorul de forma ofera informatii despre forma si dimensiunea particulelor sau
macromoleculelor cercetate, iar factorul de structura despre interactiunea dintre particule.

Metoda de imprastiere la unghiuri mici cu neutroni a fost utilizata pentru cercetarea
conformatiei unor proteine cu actiune antioxidantd in solutie (lactoferina umana,
glucozoxidaza, P-lactoglobulina). Curbele experimentale obtinute au fost analizate
utilizand programele incluse in pachetul ATSAS.

Prima etapa in interpretarea datelor de Imprastiere la unghiuri mici consta in aplicarea unor
functii standard. Astfel, din curba de imprastiere a fost calculata raza de giratie, (Rg) Tn
intervalul q de 0,034 — 0,096 A utilizand aproximatia Guinier:

1(g) = 1(0) exp (“£1E) ®)

3

Pentru a determina valoarea a razei de giratie, din curba de Tmprastiere a fost calculata
functia de distributie folosind pachetul de programe cu destinatie speciala. Functia de
distributie descrie distributia distantelor dintre perechile de particule intr-un volum
cunoscut. Functia de distributie a particulelor se calculeaza utilizdnd transformata Fourier
indirecta:

r

p() =5, al(q) sin(qr)dq @)
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Parametrul r este distanta dintre doud particule. Raza de giratie este calculata din functia
de distributie p(r) utilizand ecuatia matematica:

2 _ (D D

RG = [y " rip(rydr/ [ p(r)dr (®)
Parametrul Dmax este distanta maxima in interiorul particulei.

Studierea lactoferinei umane

Lactoferina este o glicoproteind cu masa moleculara de 80 kDa din familia de transferine,
care posedd activitate antimicrobiana si antivirald, antioxidantd, anticancer precum si
activitate prebiotica - promovand flora saprofita intestinala normald. Aceasta proteina este
membru al familiei de transferine, adica a proteinelor capabile si lege si sa transfere ionii
de Fe(IIl). Reactia de legare a ionilor de Fe(IIl) este reversibila si dependentda de pH-ul
mediului, lobul N al proteinei elibereaza fierul la pH 5,0 iar lobul C retine fierul pana la
pH 3,5 [5,6]. Studiile experimentale au aratat cd molecula de lactoferind isi schimba
conformatia in timpul reactiei (Figura 2). Astfel, hololactoferina va adopta conformatia
inchisa, pe cand apolactoferina va avea conformatia deschisa [7].

Fig. 2. Reprezentarea graficd a lobului N al lactoferinei umane (a) in conformatia
deschisa si (b) in conformatia inchisa

Datoritd acestei particularitati structurale lactoferina poate interactiona cu molecule de
sarcind opusa si molecule anionice. Aceste tipuri de interactiuni pot oferi posibilitatea de a
dezvolta noi combinatii de compusi biocompatibili cu activitate biologica sporita. Astfel
pentru stabilirea posibililor interactiuni dintre antioxidanti si lactoferind si pentru
conceperea noilor alimente functionale si nutraceutice este necesara cunoasterea deplind a
mecanismelor moleculare ale stabilitatii conformationale si interactiunile asociative ale
moleculelor de antioxidanti si lactoferina.

Lactoferina umana in solutie apoasa a fost cercetata prin metoda de Impréstiere la unghiuri
mic cu raze-X. Experimentul de imprastiere la unghiuri mici cu raze-X a fost realizat la
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spectrometrul SAXS, la fasciculul de radiatie X33 al inelului de accelerare Doris, la
sincrotronul DESY (Deutsches Elektronen-Synchrotron) din Hamburg, Germania, un
institut national in care acceleratorul de particule este utilizat pentru cercetarea structurii
materiei.

Prelucrarea matematica a rezultatelor experimentale inregistrate din experimentele SAXS
au permis estimarea valorii razei de giratie, fiind de 42,0+0,4 A utilizand atat aproximatia
Guinier cét si functia de distributie. De asemenea, din functia de distributie a fost calculata
distanta maxima, Dmax=142,4+10 A.

Pentru a obtine informatii despre factorul de forma al macromoleculei de lactoferind, in
continuare a fost aplicatd functia Kratky, in care se construieste graficul produsului 1(q)g?
in functie de g (Figura 3). Functia Kratky este utilizatd pentru evaluarea starii particulelor
/ macromoleculelor in solutii. Graficul Kratky obtinut din curba de imprastiere a indicat ca
lactoferina in solutia apoasa analizata nu este in stare monomerica. De aceea, in continuare
datele au fost modelate utilizand programul SASREF din pachetul de programe ATSAS.
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Fig. 3. Graficul Kratky rezultat din curba de imprastiere SAXS a complexului
Fe(ll)-lactoferina

Programele SASREF si DAMAVER din pachetul de programe ATSAS au fost utilizate
pentru procedurile de fittare a datelor experimentale si reconstructia modelului 3D de
rezolutie joasa a lactoferinei cercetate. Figura 4 prezinta procedura de fittare si modelul 3D
obtinut. Procedurile de fittare repetate ale datelor experimentale au condus la obtinerea
unui model al homodimerului de lactoferina. La suprapunerea modelului homodimerului
de rezolutie nalta al lactoferinei cu modelul de rezolutie joasa obtinut din procedurile de
fittare a datelor experimentale, se observa ca cele doua corespund.

Proteinele in solutie se comporta diferit, iar conformatia pe care o adopta in solutie poate
sd difere de cea din forma cristalind. Pentru o reproducere mai buna a rezultatelor obtinute,
trebuie respectate mai multe conditii. In cazul acestui studiu este necesar de creat un mediu
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pentru proteina cercetatd astfel ca aceasta sa existe in stare monomerica in solutia apoasa.
Desi dovezile experimentale obtinute din masuratorile SAXS indica asupra faptului ca
lactoferina umana cercetatd se auto-asociazd in solutii apoase, rezultdnd in structuri
homodimerice, rezultatele obtinute au permis validarea modelului de rezolutie Tnalta oferit
de Banca de Date pentru Proteine.

Log{1}

L | T ISR B | T T T T T

|ZJHR-1.fit q
(€)) (b)

Fig. 4. Modelarea homodimerului de rezolutie inaltd al lactoferinei.:
(a) procedura de fitare a curbei SAXS; (b) modelul 3D al homodimerului obtinut

Studierea f-lactoglobulinei

B-Lactoglobulina monomericd este o proteind globulara micd din lapte cu o masi
moleculard de 18,4 kDa, din familia de proteine lipocaline. Reprezentarea grafica a f3-
lactoglobulinei este inclusa in Figura 5. O caracteristica importanta a acestei proteine este
ca se leagd cu usurintd diverse molecule hidrofobe, cum ar fi acizi grasi si vitamine,
carbohidrati, proteine si chiar elemente anorganice [9-11].

Aditional lactoglobulina este bine-cunoscutd pentru activitatea antioxidantd pe care o
poseda [12], astfel fiind atractiva pentru varii aplicatii din domeniile industriei produselor
cosmetice, farmaceutice si alimentatie. In cadrul acestui studiu s-a propus cercetarea p-
lactoglobulinei in functie de varii factori extrinseci, precum variatia concentratiei proteice
in solutie, prezenta sarii de NaCl, pH-ul si temperatura, utilizind metoda de imprastiere la
unghiuri mici cu raze-X/ neutroni.
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Fig. 5. Reprezentarea grafica a -lactoglobulinei (fisier PDB 5io5)

Rezultatele obtinute denota faptul ca 3-lactoglobulina este prezenta in forma homodimerica
in solutie de pH 5,7 in domeniul de concentratie proteica de 10-40 mg/mL.
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Fig. 6. Rezultatele masuratorilor de imprastiere la unghiuri mici cu raze-X (SAXS)
pentru sisteme model de f-lactoglobulina si varii concentratii de NaCl. (a) Curbele SAXS
obtinute pentru sisteme cu 20 mg/mL B-lactoglobulina la pH 5,9, pentru claritate, curbele
au fost deplasate de-a lungul axei 1(Q). (b) Functia de distributie P(r), calculata din
curbele experimentale SAXS si modelele de rezolutie joasd, respective, prezentate in (c)
suprapuse pe modelul de inalta rezolutie al dimerului de f-lactoglobulina (fierul PDB
41zu).
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Studiul de imprastiere la unghiuri mici cu raze-X/ neutroni prezentat aici demonstreaza ca
B-lactoglobulina formeaza structuri dimerice in solutie, in diferite conditii ale mediului. In
intervalul de valori ale concentratiei proteice de 10-40 mg/mL, B-lactoglobulina isi mentine
forma dimerici cu o valoare a razei de giratie de 23,99+0,01 A si Dmax de 87 A
determinate prin metoda SAXS; si un Rg de 22,91+0,836 A si Dmax de 79 A, determinate
prin metoda SANS. Mai mult, prin metoda de Tmprastiere la unghiuri mici cu raze-X
(Figura 6) s-a constatat ca la adaugarea unei concentratii de 50 mM NaCl in sistemele
cercetate, B-lactoglobulina capata valori structurele mai mari, cu Rg si Dmax crescand de
la 24,65+0,02 A si 85 A 1a 25,03+0,03 A si 95 A. Cresterea suplimentari a concentratiei
de NaCl in sistemele cercetate a dus la sciderea valorilor Rg la 22,95+0,02 A [9].

Studierea glucozoxidazei

Glucozoxidaza este o flavoenzimad dimerica cu masa moleculard de 160 kDa, din
superfamilia glucozo-metanol-colind oxidoreductaze. Aceasta enzima contine in structura
sa doi moli de flavinadenindinucleotid (FAD) ca si grupare prostetica per mol de enzima,
folosind flavinele si oxigenul molecular ca acceptor de hidrogen si un mol de proteina [13].
Reprezentarea grafica a acestei enzime este prezentatd in

Figura 7.

OH GOx(FAD) GOx(FADH,) OH

\_OH

Fig. 7. Reprezentarea grafica a glucozoxidazei si reprezentarea
Schematica a mecanismului reactiei de oxidare a f-D-glucozei catalizata de glucozoxidaza
(preluata din [15])

Datorita aspectelor sale structurale si activitatii antioxidante pe care o poseda [14],
glucozoxidaza are diverse intrebuintdri industriale, in special industria farmaceutica,
cosmeticd dar si cea alimentard in care aceastd enzima este cunoscutd pentru efectele
benefice in maturizarea fainii si in imbunatatirea produselor de panificatic. Este de
mentionat cd glucozoxidaza poseda specificitate inalta si oxideaza cu vitezd mare forma de
B-D a glucozei (de 160 ori mai rapid decat forma a), cu formarea de D-glucono-1,5-lactona

206



Academician, Profesor Gheorghe DUCA

si apd oxigenatd. Datoritd acestei specificitati glucozoxidaza este intrebuintatd in
biosenzorii de monitorizare a indicelui glicemic la pacientii cu diabet zaharat [15].

Desi, literatura de specialitate include mai multe informatii privind structura si
mecanismele de interactiune a glucozoxidazei [16,17], in continuare existd un interes
considerabil in cercetarea proprietatilor acestei proteine pentru extinderea bioaplicatiilor.
Astfel, prezentul studiu isi propune sa cerceteze prin metoda de imprastiere la unghiuri
mici cu neutroni, stabilitatea conformationala a glucozoxidazei de Aspergillus niger n
mediul optim in care, aceasta 1si va pastra proprietatile functionale.

Glucozoxidaza in solutie pe bazd de apa deuteratd a fost cercetatd prin metoda de
imprastiere la unghiuri mici cu neutroni la facilitatea internationala, reactorul FRM-2,
Centrului Heinz-Maier-Leibnitz: Neutroni pentru Cercetare, Industrie si Medicina, FRM II
Reactor, Garching, Munich, Germania [16]. Rezultatele acestui studiu

(Figura 8) au permis confirmarea stabilitatii structurale a glucozoxidazei la valoarea pH-
ului 5.9 in solutie si au permis identificarea parametrilor de structura precum raza de giratie
(Rg) si dimensiunea maxima (Dmax).
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Fig. 8. Rezultatele SANS obtinute pentru probele de glucozoxidaza in solutie pe
baza de apa deuterata (preluata din [16])

Starea oligomerica functionala a glucozoxidazei este un dimer, desi sunt disponibile dovezi
din structurile cristalografice cu raze-X de inaltd rezolutie ale formelor monomerice si
tetramerice (intrarea PDB 3qvr, 1gpe si 4moe). Utilizdnd metoda de imprastiere la unghiuri
mici cu neutroni s-a demonstrat ca la pH 5,9 in solutie pe baza de apa deuterata si o
concentratie de 15 mg/mL, glucozoxidaza exista in stare dimerica. De asemenea, modelele
tridimensionale cu rezolutie scazuta ale glucozoxidazei de Aspergillus niger au fost
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modelate pe baza rezultatelor SANS. Rezultatele indica faptul ca structura de Imprastiere
aneutronilor GOx adopta o structurd putin mai relaxata in comparatie cu modelul compact
cu raze-X de inalti rezolutie, cu o dimensiune maxima a particulelor, Dmax de 110 A si
Rg de 34,50+0,02 A.

CONCLUZII

Stabilitatea conformationald a macromoleculelor biologice este una dintre problemele
majore pentru biotehnologie, industria farmaceutica si alimentara. Definirea unei tehnici
potrivite pentru studierea conformatiei proteinelor este esentiald pentru optimizarea
proprietatilor proteinelor. Desi cercetari considerabile au fost dedicate structurii, stabilitatii
conformatiei si mecanismelor interactiunilor glucozooxidazei (GOx), exista incd un interes
continuu in studierea proprietdtilor acestei proteine pentru a-si extinde bio-aplicatiile.
Prezentul studiu demonstreaza eficienta metodei de imprastiere la unghiuri mici cu raze-
X/ neutroni pentru cercetarea structurii si a mecanismelor de auto-asociere a proteinelor in
solutie.
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