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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Infracrvena spektroskopija (engl. infrared spectroscopy, IR) je instrumentalna metoda
strukturne analize koja se temelji na vibracijama molekule. Istrazivana molekula u ovom radu
je inzulin, hormon B-stanica Langerhansovih otoCi¢a gusterace, koji regulira koncentraciju
glukoze u krvi, a takoder djeluje i na metabolizam bjelancevina i masti. U radu je iznesena
osnovna teorija IR spektroskopije, navedene poznate sekundarne strukture proteina, opisana
struktura inzulina te prikazano istrazivanje strukture inzulinskih fibrila FT-IR
spektroskopijom. Detaljno je analiziran spektar inzulinskih fibrila pri razli¢itim uvjetima
(temperaturi i vrijednosti pH otopine), pri kojima inzulin mijenja svoju sekundarnu strukturu.
Raspoznavanje konformacija proteina i razumijevanje njihovog nastanka od velikog je

znacaja u medicinske i farmaceutske svrhe.
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§1. UVOD

Infracrveno zraCenje obuhvaca dio elektromagnetskog spektra izmedu  mikrovalnog i
vidljivog podrucja. Njegovom apsorpcijom pobuduje se gibanje atoma u molekuli, tj.
vibracije. Vibracija je IR aktivna ukoliko se tijekom vibracije mijenja dipolni moment
molekule. Ukupan broj vibracija ovisi o broju atoma u molekuli i simetriji molekule, odnosno
0 tome je li molekula linearna ili nelinearna. IR spektroskopijom moguée je snimati spektre
uzoraka u sva tri agregatna stanja. U snimljenim spektrima javljaju se vrpce karakteristi¢ne za
odredene funkcionalne skupine, a cijeli spektar jedinstven je za svaku molekulu.

Za proucavanje strukture proteina moguce je Koristiti IR spektroskopiju, no strukturu
nije moguce detaljno odrediti zbog veli¢ine i sloZenosti proteina. Amidne vrpce u spektru
ukazuju na sekundarnu strukturu proteina te na prisutnost vodikovih veza. U ovom je radu na
temelju amid I vrpce, koja potjeCe od istezanja C=0O veze amidne skupine, proucavana
sekundarna struktura inzulina.

Inzulin je peptidni hormon koji se izluCuje iz B-stanica guSterace u krvotok, kada je
koncentracija glukoze u krvi visoka. Inzulin stvara interakcije s protein-kinaznim receptorom
s vanjske strane stanicne membrane te potice ulazak glukoze u stanicu i njezino koristenje u
metabolicke svrhe. Ako je koli¢ina raspolozive glukoze veca od potreba stanice, glukoza se
djelovanjem inzulina pohranjuje u obliku glikogena ili masti. Inzulin se sastoji od a-
uzvojnice, B-ploca i B-zavoja kao gradivnih sekundarnih struktura. Ovaj rad opisuje primjenu

FT-IR spektroskopije u istrazivanju sekundarne strukture inzulina u razli¢itim uvjetima.

Matea Rukavina Zavrsni rad
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§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Infracrvena spektroskopija

2.1.1. Uvod u infracrvenu spektroskopiju

Spektroskopske metode temelje se na interakciji tvari i elekromagnetskog zraenja.
Elektromagnetsko zracenje je val definiran amplitudom (A), valnom duljinom (1) i
frekvencijom (v). Prijelazi izmedu energijskih stanja u molekuli ovise o energiji upadnog
zraCenja. Prema Einsteinu, elektromagnetsko zraCenje putuje u diskretnim paketi¢ima energije
hv (kvantima svjetlosti). Njihova energija proporcionalna je frekvenciji i valnom broju (v), a
obrnuto proporcionalna valnoj duljini. Podruc¢je valnih duljina elektromagnetskog zracenja
obuhvaéa Siroku skalu, od y-zraka (< 10® cm) do radiovalova (> 10* cm).! Interakcijom
molekula s infracrvenim zra¢enjem pobuduju se vibracije molekula, zboge ¢ega se infracrveni
spektar ubraja u vibracijske spektre.

Apsorpcijske spektroskopske metode, poput IR spektroskopije, temelje se na mjerenju
smanjenog intenziteta upadnog zraCenja nakon prolaska kroz uzorak, uslijed apsorpcije.
Infracrveno zracenje odgovara podruéju valnih brojeva izmedu 12500 cm i 20 cm™, pri
¢emu se dijeli na blisko (engl. near infrared, NIR), srednje (engl. mid infrared, MIR) i daleko
(engl. far infrared, FIR) podru¢je (slika 1). Interakcijom sa zra¢enjem u NIR podrucju
pobuduju se prijelazi izmedu eclektronskih stanja nizih energija te vibracijsko-rotacijski
prijelazi, Sto uzrokuje kombinirane vrpce 1 vise tonove. Visi tonovi su cjelobrojni visekratnici
frekvencija osnovnih vibracija, dok kombinirane vrpce nastaju kombinacijom frekvencija
osnovnih vibracija. Veéina organskih molekula apsorbira zracenje u srednjem podrucju, koje
se dijeli na podru¢je funkcionalnih skupina (4000-400cm™) i podrugje otiska prsta
(1400-400 cm™).! U spektrima molekula nakon interakcije s FIR zradenjem prevladavaju
vrpce spregnutih vibracija i torzija molekula te se uocavaju vrpce vibracija skupina koje

sadrze teSke atome.

Matea Rukavina Zavrsni rad
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valnibroj  12500em® 4000 cm 400 oy 20 cnv?
valna duljina  200nm 2500 nm 25um 500 pm

. molekulske vibracije

Slika 1. Elektromagnetski spektar s istaknutim podrucjem infracrvenog zracenja:
12500-4000 cm™ NIR, 4000-400 cm™ MIR, 400-20 cm™ FIR (preuzeto i prilagodeno

prema ref. 3)

Apsorpcijom infracrvenog zracenja pobuduju se vibracije molekule. U infracrvenom spektru
opazaju se samo one vibracije tijekom kojih se mijenja elektri¢ni dipolni moment. Ovisno o
apsorbiranoj energiji elektromagnetskog zracenja, pobuduju se vibracije pojedinih
funkcionalnih skupina neke molekule. Zbog slabe sprege s ostalim vibracijama, one se mogu
promatrati odvojeno, §to omogucava primjenu infracrvene spektroskopije kao analitiCke

tehnike.

2.1.2. Molekulske vibracije

Vibracije se dijele na osnovne, ¢ije su energije pobuda medusobno neovisne, i degenerirane,
¢ije su energije pobuda jednake. Viseatomne molekule mogu imati viSe osnovnih vibracija,
ovisno o geometriji molekule. Za nelinearne molekule broj vibracijskih stupnjeva slobode
iznosi 3N-6, dok za linearne molekule iznosi 3N-5, pri ¢emu N oznafava broj atoma u
molekuli. Za nelinearne molekule broj stupnjeva slobode rotacije i translacije iznosi ukupno
6 (3 rotacije i 3 translacije), dok za linearne iznosi 5 (2 rotacije i 3 translacije). Linearne
molekule imaju jedan stupanj slobodne rotacije manje, jer se rotacija oko osi molekule ne
smatra gibanjem. Molekulske vibracije, takoder se dijele na vibracije istezanja (v) i vibracije
deformacije (8). Vibracije istezanja opisuju oscilacije molekule duz meduatomske 0si te se
dijele na simetri¢ne i antiSimetri¢ne (slika 2). Prilikom simetri¢nog istezanja dva atoma se
istovremeno priblizavaju ili udaljavaju istoj tocki (slika 2.b). Antisimetricno istezanje opisuje
se gibanjem dvaju atoma, pri ¢emu se jedan atom priblizava centru mase dok se drugi

istovremeno udaljava (slika 2.a).

Matea Rukavina Zavrsni rad
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Slika 2. Vibracijsko istezanje viseatomne molekuje: a) antisimetri¢no istezanje, b) simetri¢no

istezanje (preuzeto prema ref. 4)

Molekule ili funkcionalne skupine s minimalno tri atoma osim vibracija istezanja,
karakteriziraju i vibracije deformacije. Deformacijske vibracije opisuju se gibanjem atoma
koji uzrokuju promjenu kuta izmedu dvije veze. Vibracije deformacije skupina koje se sastoje
od dva atoma jedne vrste vezane na sredi$nji atom druge vrste, dijele se na svijanje kuteva u
ravnini: zibanje (engl. rocking) (slika 3.a) i strizenje (engl. scissoring) (slika 3.b), te svijanje
kuteva izvan ravnine: uvijanje (engl. twisting) (slika 3.c) i kla¢enje (engl. wagging) (slika
3.d).

Matea Rukavina Zavrsni rad
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Slika 3. Vibracijske deformacije viSeatomne skupine. Pune strelice oznacavaju gibanje atoma
iznad ravnine papira, a crtkane ispod ravnine papira u odnosu na sredisnji atom u molekuli: a)

zibanje, b) strizenje, ¢) uvijanje, d) klacenje (preuzeto prema ref. 4)

Kako je ve¢ spomenuto, vibracija je IR aktivna ukoliko se prilikom vibracije mijenja dipolni
moment skupine atoma koja vibrira. O promjeni dipolnog momenta ovisi intenzitet vrpce u IR
spektru, sto je posljedica strukture skupine atoma koji vibriraju. Vrpce simetri¢nih skupina ili
molekula, koje sadrze atome iste vrste ili male razlike u elektronegativnosti, slabijeg su
intenziteta ili su IR neaktivne, dok su vrpce asimetricnih skupina ili molekula koje sadrze
atome velike razlike u elektronegativnosti, jake. Polozaj vrpce u spektru odreduju relativna
molekulska masa atoma i jakost veze izmedu atoma, a na njega utjecu i polarnost molekule te
intermolekulske interakcije u otopini. Veca koncentracija i interakcije s molekulama otapala
mogu uzrokovati irenje i pomak vibracijskih vrpci.* Zbog toga se za pripravu otopina koriste
nepolarna i relativno inertna otapala (npr. CCls i CS»). Vibracijska sprezanja (engl. coupling)
se javljaju kada skupine atoma vibriraju sli¢nim frekvencijama. Sprezanje se najce$¢e uocava
za molekule u kojima se veza koja se rasteze ujedno i deformira, odnosno za skupine koje su

u strukturi nalaze vrlo blizu.

Matea Rukavina Zavrsni rad
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2.1.3. Priprava uzorka

Infracrveni spekar moze se snimiti za uzorke u sva tri agregatna stanja. Kruti uzorci
pripremaju se za snimanje pripravom pastile u alkalijevom halogenidu (KBr, NaCl) ili
suspenzije u ulju (tekuci parafin). Najjednostavnija tehnika, priprema uzorka u obliku KBr
pastile, zahtjeva usitnjavanje uzorka u tarioniku, mijesanje s osusenim kalijevim bromidom te
presanje praskaste smjese hidraulickom preSom u tanku pastilu. Vazno je analizirani uzorak
fino usitniti kako ne bi doSlo do rasipanja zraenja na vecim kristalim uzroka ili alkalijjeva
halogenida. Uslijed polimorfije ili reakcije kalijeva bromida s uzorkom prilikom presanja,
snimljeni spektar moze odstupati od ocekivanog. Prilikom pripreme suspenzije u ulju, fino
usitnjeni kruti uzorak pomijesa se s parafinskim uljem. Kapljica dobivene paste nanese se
izmedu ploc¢ica od NaCl ili KBr, te se plo¢ice smjeste u odgovarajuéi nosa¢. Snimljeni spektar
sadrzi vrpce analiziranog uzorka i parafinskog ulja. Vrpce parafinskog ulja javljaju se u
podrudju 2920-2710 cm™ i 1470-1450 cm1.* Parafinsko ulje moZe se zamijeniti kloriranim
ili fluoriranim uljima, ukoliko se ocekuju vrpce uzorka u podrucju u kojem apsorbira
parafinsko ulje. Za pripravu otopine uzorka, kao otapala se najces¢e koriste kloroform,
ugljikov tetraklorid i ugljikov disulfid. Radi lakSe analize spektra, potrebno je odabrati
otapalo koje ne apsorbira u podrucju u kojem se ocekuje apsorpcija analiziranog uzorka.

Tekuéi uzorci 1 viskozne nehlapljive tekuéine snimaju se tako da se nekoliko kapi
uzorka nanese na plocicu od materijala propusnog za IR zracenje. Prilikom pripreme uzorka
treba paziti da u uzorku ne zaostanu mjehuri¢i zraka.

Plinoviti uzorci se snimaju u posebnim kivetama za plinove dugog opti¢kog puta. Na
taj na¢in omoguceno je snimanje spektara plinovitih uzoraka, koji zbog niske koncentracije
slabije apsorbiraju zracenje.! Plinoviti uzorci se mogu snimati &isti ili razrjedeni s nekim
plinom koji ne apsorbira u istom podru¢ju kao i analizirani uzorak. Prije punjenja plinovitim

uzorkom iz ¢elije je potrebno ukloniti zrak vakuumskom pumpom.

Matea Rukavina Zavrsni rad
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2.1.4. FT-IR spektrometar

Infracrveni spektrometar uz Furierovu transformaciju biljezi spektar u vremenskoj domeni, a
zatim ga Furierovim transformaijama prevodi u frekvencijsku domenu. Upravo zbog velike
osjetljivosti, brzine snimanja i to¢nosti danas je najvise koriSten oblik izvedbe infracrvenog
spekrtometra. Vazni dijelovi FT-IR spektrometra su izvor zracenja, pukotina, Michaelsonov
interferometar, prostor za uzorak te detektor koji je spojen preko pojacala s racunalom za
obradu podataka (slika 4). Stapi¢ od silicijeva karbida (engl. glowing bar), Nernstov §tapi¢ i
laseri najéeSéi su izvori zradenja u infracrvenoj spektroskopiji.® Zracenje iz izvora prolazi
kroz pukotinu i ulazi u Michaelsonov interferometar, koji se sastoji od djelitelja zraka te
pokretnog 1 nepokretnog zrcala. Zraka upada na djelitelj zraCenja 1 dijeli se na dva snopa koja
putuju prema pokretnom i nepokretnom zrcalu, reflektiraju se i na djelitelju zracenja
interferiraju. Zbog razlike u optickim putevima moze do¢i do konstruktivne ili destruktivne
interferencije. Nakon S§to zraka izade iz Michelsonovog interferometra, zracenje prolazi kroz
uzorak i pada na piroelektricni detektor, koji biljezi signal kao interferogram u vremenskoj
domeni. Signal u vremenskoj domeni se pomoc¢u Furierove transformacije prevodi u

frekvencijsku domenu.

Michelsonov

ncpokrctrw interferometar

zrcalo

=X

izvor { pokretno
s zrcalo
ot ‘ dielitel)

zralenja ™

pukotina

pojacalo

Q uzorak
Y

ratunalo ]-1 - -«— detektor ‘

Slika 4. Shematski prikaz FT-IR spektrometra (preuzeto prema ref. 1)

Matea Rukavina Zavrsni rad
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2.1.5. Interpretacija spektra

Infracrvena spektroskopija danas se uglavnom koristi za analizu organskih i bioloskih
molekula. Za sve molekule infracrveni spektri se razlikuju, osim za enantiomere koji su isti
spojevi osim $to u razli¢itu stranu zakrecu polariziranu svjetlost za isti iznos. IR spektar dijeli
se na podru¢je funkcionalnih skupina i podrucje otiska prsta (engl. fingerprint region).
Podruéje spektra od 4000 cm™ do 1400 cm naziva se podrugje funkcionalnih skupina, u
kojem se javljaju vibracije vecine funkcionalnih skupina u nekoj molekuli, neovisno o
strukturi ¢itave molekule. Dio spektra ispod 1400 cm™ naziva se podrudje otiska prsta,
karakteristino za molekulu. Citav spektar identi¢an je za molekulu te potpuna podudarnost

spektara upuéuje na identi¢nost dvaju spojeva.’

10() T T T 1 T T T
g 80 r
E =
% 60' N'—'H C
-‘é - O—H O
E 40 C—H
20

2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

valni broi ( cm?!)

0 1 1
4000 3500 3000 2500

Slika 5. Podrucje karakteristicnih vrpci u IR spektru (preuzeto i prilagodeno prema ref.6)

Matea Rukavina ZavrSni rad
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2.2. Proteini

2.2.1. Opcenito o proteinima
Proteini su linerani polimeri gradeni od dvadeset aminokiselina. Njihova uloga je prijenos i
pohrana molekula, te kataliziranje odredenih reakcija. Proteini posjeduju primarnu,
sekundarnu, tercijarnu, te neki i kvaternu strukturu. Primarna struktura opisuje
aminokiselinski slijed u polipeptidnom lancu, dok sekundarna struktura oznafava prostorni
raspored u odredenom podrucju proteina. Najpoznatije periodi¢ne sekundarne strukture
proteina su a-uzvojnica (engl. a-helix) i B-plo¢a (engl. p-sheet), te su poznate i neperiodi¢ne
strukture fB-okret 1 Q-omca. Struktura a-uzvojnice je ponavljajuéa struktura u Kojoj je zavoj
jedinica koja se ponavlja. Visina zavoja iznosi 54 A, dok se po zavoju nalazi 3,6
aminokiselina,° te je zavojnica desnoga navoja u veéini proteina. Peptidne veze u strukturi a-
uzvojnice su orjentirane prema unutrasnjosti, dok bo¢ni ogranci aminokiselina str§e prema
van (slika 6.a). Struktura je stabilizirana vodikovim vezama koje su paralelne s osi uzvojnice
te interakcijama izmedu bo¢nih ogranaka s vanjske strane uzvojnice.

Postoje dvije vrste B-ploca, paralelne i antiparalelne (slika 6.b). U antiparalelnoj
strukturi susjedni lanci su suprotnih smjerova, te se donor i akceptor vodikove veze koja
povezuje lance nalaze na pravcu, $to ju ¢ini izrazito stabilnom. U paralelnoj strukturi lanci

istoga smjera povezani su vodikovim vezama pod odredenim kutom, $to ju destabilizira.

Matea Rukavina Zavrsni rad
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b) antiparalelna B-ploéa

a) a-uzvojnica

Slika 6. Prikaz sekundarnih struktura proteina: a) a-uzvojnica, b) antiparalelna B-ploca, )

paralelna B-ploca (preuzeto i prilagodeno prema ref. 10)

Tercijarna struktura opisuje konformaciju koju zauzima jedan polipeptidni lanac. Kvaternu
strukturu posjeduju oni proteini koji se sastoje od viSe polipeptidnih lanaca medusobno
vezanih nekovalentnim interakcijama. U nekovalentne interakcije ubrajaju se vodikove veze,
Van der Waalsove interakcije i hidrofobne interakcije.

Proteini se u vodenim otopinama nalaze u ,,zwitter ionskom obliku. Peptidna veza
koja povezuje aminokiseline, nastaje reakcijom amino i karboksilne skupine uz izdvajanje
molekule vode (slika 7). Peptidna veza je planarna, ima parcijalni karakter dvostruke veze

zbog delokalizacije slobodnog elektronskog para atoma dusika te je dipol.

Matea Rukavina Zavrsni rad
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Slika 7. Shema reakcije karboksilne skupine i amino skupine kojom nastaje peptidna veza
(preuzeto prema ref. 10)

2.3. Inzulin

2.3.1. Uloga i sinteza inzulina

Inzulin je peptidni hormon, kojeg luci zlijezda gusteraca (lat. pankreas), a na ¢iju sekreciju
takoder utjeCu gastro-intestinalni hormoni. Gusteraca osim inzulina lu¢i i hormon glukagon
kojim takoder regulira razinu glukoze u krvotoku. Glukagon se lu¢i kada je koncentracija
glukoze niska, poticu¢i glukoneogenezu. Nasuprot tome, inzulin djeluje kada je
koncentaracija glukoze u krvotoku visoka i omogucava ulazak glukoze u stranicu kako bi se
smanjila njezina koncentracija u vanstani¢noj tekucini. Inzulin osim primarne uloge
regulacije koncentracije glukoze, utje¢e na metabolizam ugljikohidrata i masti.

Inzulin se sintetizira u PB-stanicama Langerhansovih otoci¢a gusteraCe stani¢nim
mehanizmom sinteze bjelancevina. Sama sinteza zapocinje translacijom inzulinske RNA na
ribosomima endoplazmatskog retikuluma te nastankom proinzulina. Proinzulin (M, =11500)
se razgraduje na proinzulin manje relativne molekulske mase (M= 9000), koji se sastoji od tri
peptidna lanca A, B i C.!2 Proinzulin se dalje u Golgijevu aparatu razgraduje na inzulin i C-
peptidni lanac (vezani peptidi). Inzulin i C-peptid se pohranjuju u granule B-stanica i u
normalnim uvjetima se istodobno izlucuju egzocitozom u ekvimolarnim koli¢inama.
Proinzulin i C-peptid nemaju inzulinsku aktivnost, a sama uloga C-peptida jo$ uvijek nije
objasnjena.

Sekrecija inzulina regulirana je povratnom spregom izmedu koncentracije glukoze u
krvi 1 luc¢enja inzulina. Izlu¢ivanje inzulina u bazalnim uvjetima je konstantno. Do porasta

koncentracije glukoze u krvi uglavnom dolazi uslijed unosenja hrane. Kao odgovor na visoku
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koncentraciju glukoze, inzulin se veze na transmembranski receptor s vanjske strane stanice

uzrokovajuci konformacijsku promjenu receptora te povecanje koncentracije Secera u stanici.

2.3.2 . Struktura inzulina

Inzulin je prvi protein ¢ija je Kristalna stuktura rijeSena, 1953. godine rijesio ju je
Fredrick Sanger. Inzulin je mali peptid, molekulske mase oko 6000 Daltona, ¢iju primarnu
strukturu ¢ini slijed 51 aminokisline.”® Sastoji se od dva lanca povezana disulfidnim vezama,
od kojih se jedna veza nalazi na povrSini molekule, dok su druge dvije smjeStene u
hidrofobnoj unutrasnjosti (slika 8). Kod vecine sisavaca struktura inzulina je vrlo o€uvana te
se lanac A sastoji od 21 aminokiseline, dok lanac B sadrzi 30 aminokiselina.” Sekundarnu
strukturu lanca A ¢ine dvije antiparalelne a-uzvojnice, a lanca B a-uzvojnica i B-ploc¢a (slika

9).2 Inzulin moZe vezati cink pri ¢emu nastaju dimeri ili se stvaraju jo§ veéi agregati.

A lanac M. N==GIVE

0 WVrelhe
2 ,

B lanac { Ny

Slika 8. Primarna struktura inzulina (preuzeto prema ref. 10)

4 B lanac

Slika 9. Sekundarna struktura inzulina (preuzeto prema ref. 11)
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2.3.2. Poremecaj metabolizma ugljikohidrata

Dijabetes (lat. diabetes mellitus, DM) je slozeni poremecaj matabolizma
ugljikohidrata. Postoje dva tipa, tip 1 (T1DM) je inzulin ovisan te je posljedica autoimunog
poremecaja i uniStavanja B-stanica Langerhansovih oto¢i¢a, dok je tip 2 (T2DM) rezistentan
na inzulin uslijed nepravilne prehrane, loSih Zivotnih navika i genetske predispozicije.
Inzulinska terapija je neophodna u T1DM te u T2MD, ako se zadovoljavaju¢a regulacija
glikemije ne moZe posti¢i drugim oblicima lijeenja.

Upravo ocuvana trodimenzijska struktura inzulina upucuje da je inzulin neke vrste
bioloski aktivan u drugoj vrsti te da obavlja svoju funkciju. Svinjski inzulin najsli¢niji je
humanom. Zivotinjski inzulin nije bio najudinkovitiji u terapiji bolesnika, zbog primjesa
ostalih struktura gusterace, koje su mogle uzrokovati jake i opasne alergijske reakcije. Danas
se inzulin proizvodi pomocu genetski modificirane kvaséeve gljivice ili bakterije E. Coli

tehnologijom rekombinantne DNA.*2

2.4. FT-IR spektroskopija proteina

Infracrvena spektroskopija je nedestruktivna metoda koja se Siroko primjenjuje u analizi
bioloskih molekula. Na temelju analize vrpce vibracije amidne skupine polipeptida FT-IR
spektroskopija se koristi za odredivanje sekundarne i tercijarne strukture malih proteina.
Ovom metodom nije moguce odrediti to¢nu strukturu proteina, kao primjerice X-
kristalogafijom, ve¢ samo identificirati prisutne sekundarne strukture. Prednost FT-IR metode
pred ostalima, poput masene spektrometrije, spektroskopije NMR i cirkularnog dikroizma te
X-kristalografije, je moguénost analize uzoraka u sva tri agregatna stanja, pa ¢ak i u vodenom
mediju, vaznom za istrazivanje bioloskih sustava. Osjetljivost IR spektroskopije za ovu vrste
analize smanjuje se s povecanjem veliCine proteina, iako je moguée prikupiti podatke o
strukturi proteina do mase 200 kDa.

Spektri razli¢itih proteina vrlo su sli¢ni te se sekundarna struktura proteina istraZzuje na
temelju vibracijskih vrpci amidne skupine, koje obuhvacaju vrpce amid A i B te vrpce amid
I-VI1I (tablica 1). Ipak, od najveceg su znacaja vrpce amid | i Il. Amid | vrpca javlja se oko
1650 cm™ te potjece veéinom od istezanja C=0 veze amidne skupine, dok se amid Il vrpca
javlja pri 1540 cm™, a posljedica je svijanja NH skupine i istezanja C—N veze peptidne
okosnice. Polozaj amid | vrpce direktno ovisi 0 kosturu samog polipeptidnog lanca proteina,

stoga daje vise podataka o sekundarnoj strukturi od amid II vrpce. Ostale vrpce amidne
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skupine vrlo su slozene te ovise o prirodi bo¢nih lanaca proteina i povezanosti vodikovim
vezama. Upravo zato se ne koriste za proucavanje sekundarne strukture proteina, ve¢ njihove

konformacije.

Tablica 1. Karakteristicne vibracijske vrpce amidne skupine peptida (preuzeto i prilagodeno

prema ref . 17)

Vrpca Valni broj / cm Vibracija
Amid A ~3300 :
Istezanje N-H veze
Amid B ~3110
Amid | 1600-1690 Istezanje C=0 veze
) Istezanje C—N veze
Amid Il 1480-1575 o _
Svijanje N—H skupine
) Istezanje C-N veze
Amid 111 1229-1301 o _
Svijanje N—H skupine
Amid IV 625-767 Svijanje O=C-N skupine
Amid V 640-800 Svijanje izvan ravnine N—-H skupine
Amid VI 537-606 Svijanje izvan ravnine C=0 skupine
Amid VII 200 Torzija ugljikovog skeleta

Utvrdena je korelacija izmedu poloZaja vibracijske vrpce amid | i sekundarne strukture
proteina. Razli¢ite sekundarne strukture opisane su malim promjenama geometrije molekula,
uslijed Cega se istezanje C=0O skupine pobuduje razli¢itim frekvencijama (tablica 2). U
spektru proteina sa sekundarnom strukturom a-uzvojnice, opaza se amid | vrpca u podruéju
oko 1656 cm™. Frekvencija apsorpcije karbonilne skupine proteina sa strukturom B-ploce
ovisi 0 usmjerenju susjednih lanaca. Amid | vrpca paralelnih i antiparalelnih B-ploca javlja se
oko 1630 cm™, pri ¢emu antiparalelne p-ploce karakterizira i dodatna vrpca pri visim valnim
brojevima (oko 1695 cm™), koja je vrlo slabog intenziteta, zbog Sega Eesto nije niti opaZena u
spektru. Pri valnim brojevima 1688, 1680, 1672 i 1666 cm™ opaZene su vrpce koje upuéuju

na strukturu B-okreta, dok se pri 1648 cm™ uo¢ava amid I vrpca nasumiéne uzvojnice.
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Tablica 2. Polozaj amid I vrpce u IR spektru proteina razlicite sekundarne strukture u vodi

kao otapalu (preuzeto i prilagodeno prema ref 17)

Sekundarna struktura Valni broj / cm™?
a-uzvojnica 1654-1658
B-ploca 1642-1624
B-okret 1688, 1680, 1672, 1666
nasumicna uzvojnica 1648

Zbog preklapanja vrpci spektri se pri analizi obraduju metodama druge derivacije ili
dekonvolucije, koje se temelje na tehnikama suzavanja vrpci, kako bi se kvalitativno i
kvantitativno procijenila sekundarna struktura proteina (slika 10).

Uz preklapanje vrpci karakteristi¢nih za sekundarne srukture, ¢esto je prisutna i voda u
uzorku. Voda intenzivno apsorbira zraéenje u podrucju oko 3400 cm™, uslijed istezanja O—H
veza, te oko 1645 cm uslijed svijanja H-O—H. Digitalnim putem moguce je ukloniti vrpce
apsorpcije vode, snimanjem spektara otapala te oduzimanjem od spektra proteina. Drugi nacin
uklanjanja interferencija vode je pripravljanje uzorka u deuteriranoj vodi. Vibracijske vrpce
istezanja 1 svijanja molekule vode nalaze se pri nizim valnim brojevima zbog cega je teska
voda prikladno otapalo za analizu sekundarne strukture proteina. Medutim, zamjenom vodika
deuterijem narusavaju se nativni uvjeti, §to moze utjecati na sekundarnu strukturu istrazivanih

proteina.
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Slika 10. Karakteristi¢ne vrpce U IR spektru proteina (preuzeto i prilagodeno prema ref. 16 )
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2.5. Odredivanje sekundarne strukture inzulinskih fibrila FT-IR
spektroskopijom

Farmaceutska industrija svakodnevno se suocava s nestabilnoScu proteinskih pripravaka
tijekom proizvodnje, skladistenja i upotrebe. Proteini mogu agregirati zbog visoke
temperature, potresanja ili niske vrijednosti pH. Agregacija je proces tijekom kojeg se
nekovalentnim interakcijama udruzuju molekule proteina, koje su djelomi¢no odmotane u
usporedbi s proteinima nativne strukture. Sliéno mnogim drugim globularnim proteinima,
inzulin pri promjeni uvjeta nastoji zadrzati svoju trodimenzijsku strukturu, no tijekom
proCiS€avanja, proizvodnje 1 skladiStenja uocena je agregacija inzulina uz nastajanje
fibrilarnih struktura. Stvaranje fibrila je sloZen i jo$ uvijek nedovoljno razjas$njen proces ¢iji
su najvazniji koraci nukleacija i elongacija. Formiranje fibrila uzrokuje konformacijske
promjene koje utjeGu na sekundarnu strukturu proteina, stoga je proces nastajanja fibrila
moguce pratiti FT-IR spektroskopijom.

U radu su proucavani FT-IR spektri govedeg inzulina. Uzorci inzulina, masene
koncentracije 20 mg/mL, pripravljeni su u vodenom mediju razli¢ite pH vrijednosti. Spektri
uzoraka snimani su u Kkiveti od kalcijeva flourida pri sobnoj temperaturi. Nastajanje
inzulinskih fibrila potaknuto je potresanjem ili zagrijavanjem uzorka. Spektri su analizirani
primjenom druge derivacije.

Intenzivna vrpca pri 1658 cm™ u FT-IR spektru govedeg inzulina u kiseloj otopini pH
1,6 ukazuje na veliki udio a-uzvojnica u nativnoj strukutri proteina, dok slabe vrpce pri 1690 i
1637 cm te 1681 i 1678 cm™ upucéuju na mali doprinos B-ploca i B-okreta sekundarnoj
strukturi (slika 11).%° Sekundarna struktura nativnog inzulina vrlo je sli¢na u klorovodi¢noj
kiselini i octenoj kiselini, uz iznimku uzorka u ocetnoj kiselini u prisutnosti natrijeva klorida u
¢ijem spektri nisu uocene vrpce pri 1690 cm (B-ploce) i 1681 cm (B-okret). U spektrima
fibrila pripremljenim zagrijavanjem uzoraka pri 50 °C vrpca a-uzvojnice (1658 cm™) slabi te
se javlja Siroka vrpca u podrudju 1666-1663 cm.1> Osim toga, javljaju se intenzivne vrpce
B-ploca pri 1635 i 1622 cm™ u spektru uzorka u klorovodi¢noj kiselini, za razliku od jedne
siroke vrpce B-ploca pri 1629 cm u spektrima uzoraka u octenoj kiselini. Porast intenziteta

vrpci B-struktura uz istodobni gubitak vrpci a-struktura ukazuje na nastajanje fibrila.
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Slika 11. Podrucje amid I vrpce u FT-IR spektrima govedeg inzulina: A) nativna struktura, B)
fibrili. Govedi inzulin otopljen: u 0,1 M HCI podeseno s NaOH do pH 1,6 (—); u 8,3 M
CH3COOH (---); u 8,3 M CH3COOH, 0,1 M NaCl (—-); y(inzulin) = 20 mg/mL. Fibrili su
pripravljeni zagrijavanjem pri 50°C redom tijekom 7 sati, 6 dana i 7 sati. (preuzeto prema ref.
15)

Na razliku u strukturi fibrila u klorovodi¢noj kiselini pripravljenih zagrijavanjem i
protresanjem uzorka inzulina, upucuje polozaj vrpce B-plo¢e. Ovakva razlika nije uoc¢ena kod
uzoraka pripravljenih u octenoj Kiselini. U FT-IR sprektru inzulinskih fibrila u klorovodi¢noj
kiselini pripremljenih pri povisenoj temperaturi od 50 °C opazaju se vrpce B-ploca pri 1635 i
1622 cm?, dok se u spektru fibrila pripravljenih potresanjem uzorka pri temperaturi od 37 °C
uocava samo jedna vrpca pri 1629 cm (slika 12). Opisane razlike u spektrima pripisane su
razli¢itim medumolekulskim strukturama B-ploca ovisnim o nacinu nastajanja. Snimljeni
spektri uzoraka u klorovodi¢noj kiselini pri istim prethodno navedenim uvjetima, razlikuju se
I prema broju i polozaju karakteristi¢nih vrpci a-uzvojnice, sto je pak posljedica promjene

medumolekulskih vodikovih veza. Slabljenje vodikovih veza povecava ucestalost B-ploca.
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Spektri uzoraka snimljeni tijekom Sest ciklusa zamrzavanja pri —20 °C i odmrzavanja
na sobnu temperaturu ukazali su na promjene sekundarne strukture fibrila u klorovodi¢noj
kiselini pripravljenih zagrijavanjem pri 50 °C, dok za fibrile inzulina u octenoj kiselini nisu
uoc¢ene promjene. Pri tome su uocene spektralne razlike karakteristiéne za nastajanje struktura

B-ploca.

Transmitancija

1700 1660 1620 1580
Valni broj (cm™)

Slika 12. Podrucje amid I vrpce u FT-IR spektrima govedih inzulinskih fibrila pripravljenih:
zagrijavanjem pri 50 °C tijekom 7 sati (—), potresanjem pri 37 °C tijekom 24 sata (---);
y (inzulin) = 20 mg/mL otopljen u 0,1 M HCI podeseno s NaOH do pH 1,6 (preuzeto prema
ref. 15)

Opisani primjeri naglasavaju uspje$nu i korisnu primjenu FT-IR spektroskopije u

odredivanju sekundarne strukture proteina i pracenju proteinskih procesa.
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