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Abrevieri

AEM - Agentia Europeana de Mediu

Ala - alanina

ANPM - Agentia Nationala pentru Protectia Mediului
Ag - argint

As — arsen

Asn - asparagina

Au - aur

Ba - bariu

BEM - Biroul European de Mediu

CeHs - benzen

Cd - cadmiu

CE - Comisia Europeana

CEE - comunitatea economica europeana

CO - monoxid de carbon

COV - compusi organici volatili

Cr - crom

Cu - cupru

Cys - cisteina

DNP - dinitrofenoli

EPA - Agentia pentru protectia mediului din SUA
Fe - fier

Glu - glutamina

Gly - glicina

HAP - hidrocarburi aromatice policiclice

Hg - mercur

His - histidina

Lys - lizina

Mn - mangan

NEC - Directiva 2001/81/EC a Parlamentului European si a Consiliului din 23 Octombrie 2001

privind plafoanele nationale de emisie ale anumitor poluanti atmosferici
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NHs - amoniac

Ni - nichel

NMVOC - compusi organici volatili nonmetanici
NO - monoxid de azot

NO: - dioxid de azot

NOx - oxizi de azot

NOSH - aspirina cu eliberare de grupari NO si SH
Oz -o0zon

OMS - Organizatia Mondiald a Sanatatii

Pb - plumb

PM - particule in suspensie

PMo2s - particule fine

ppm - parti per milion

RNMCA - Reteaua Nationald de Monitorizare a Calitatii Aerului
SO2 - dioxid de sulf

Thr - treonina

U - uraniu

UE - Uniunea Europeana

UNEP - Programul de Mediu al Natiunilor Unite

Zn - zinc
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Introducere

Poluarea deterioreazd mediul si sdndtatea oamenilor in intreaga lume, in pofida
imbunatatirilor semnificative din ultimele decenii. Efectele poludrii sunt puternice in doua mari
arii. In primul rand, locuitorii zonelor urbane sunt vulnerabilizati, confruntandu-se cu riscuri
grave pentru sanatatea lor, determinate in special de poluarea cu particule in suspensie (PM) si
cea cu ozon (Os), urmata de dioxidul de azot (NOy). In al doilea rand, ecosistemele intAmpina
dezvoltari scazute ale vegetatiei si pierderea biodiversitatii. Efectele poluarii au, in subsidiar, si
un impact economic considerabil: scurtand vietile, crescand costurile medicale si reducand
productivitatea fortei de munca prin pierderea zilelor lucrdtoare. Totodata, poluarea produce
daune materialelor si cladirilor, inclusiv celor mai importante cladiri din patrimoniul cultural al
Europei.

Prezenta teza de doctorat are un caracter interdisciplinar, Imbinand pregatirea teoretica
din domeniul juridic si criminalistic cu cea practica din domeniul chimiei si toxicologiei.
Pornind de la problema actuala, stringenta, de interes global a poludrii si a degradarii mediului,
s-au analizat din diverse perspective anumite aspecte referitoare la poluare si la rasfrangerea
efectelor poluarii in diverse domenii. Firul lucrdrii de doctorat urmareste efectele poluantilor
majori 1n aer, n ape si soluri, apoi in organismul uman, fiind prezentate trei mari studii In acest
sens in capitolele ce urmeaza. in cadrul tezei de doctorat, aspectele legislative sunt avut in
vedere in permanenta, fie sub forma de limite legale ale emisiilor poluantilor, fie sub forma de
evidentiere a lacunelor ori a modului de implementare incomplet a legislatiei, dar si de
evidentiere a masurilor care ar trebui luate de catre autoritati atunci cand limitele poludrii sunt

depasite.

In consecinta, obiectivele principale urmirite in cadrul cercetirii doctorale au fost:
I. identificarea unor poluanti majori ai mediului si gésirea solutiilor de contracarare
a acestora, comune 1n stiintele vietii, stiintele sociale si cele tehnice;

ii. investigarea impactului anumitor poluanti chimici si fizici din atmosfera, ape si
soluri asupra sanatatii oamenilor si mediului Tnconjurator;

iii. imbunatatirea metodologiei de cercetare, prin realizarea unui studiu integrat ce
cuprinde in primul rand date de chimie analiticd, toxicologie chimica, dar si de legislatie,
stiintele ale vietii, etc.;

iv. realizarea unor studii de caz privind gradul de poluare din aglomerarea lasi si

din zona Tarnita, judetul Suceava;
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V. diseminarea rezultatelor prin publicarea in reviste de specialitate cu factor de

impact si prezentarea lucrarilor la manifestari stiintifice nationale si internationale.

Teza de doctorat este structurata in doud parti distincte, o parte a studiului de literatura
si una a contributiilor personale, in care obiectivele de cercetare propuse au fost dezvoltate si
pe deplin realizate. Lucrarea insumeaza 169 pagini. Cele cinci capitole insumeaza 127 pagini
si contin 69 de figuri, 19 tabele si 141 de indici bibliografici. Anexele lucrarii contin lucrarile

stiintifice publicate In reviste cu factor de impact, insumand 42 pagini.
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PARTEA I. STUDIU DE LITERATURA
CAPITOLUL I

Aspecte fizico-chimice si biologice ale poluarii mediului

I.1.2. Poluanti majori ai aerului inconjurator

1.1.2.1 Poluarea cu praf si alte particule (PMao si PM25)

Particulele sau pulberile in suspensie reprezintd un poluant raspandit al aerului, fiind

constituit dintr-un amestec de particule lichide si solide suspendate in aer. Indicatorii adesea

folositi pentru a descrie PM (particulate matter) si care pot influenta sanatatea populatiei se

referd la concentratia masei particulelor cu diametrul mai mic de 10 um (PMauo) si a celor al

caror diametru nu depaseste 2,5 um (PM2s). Sursele naturale includ sarea marind, praful,

polenul si cenusa vulcanica, eruptiile vulcanice si vantul care le deplaseaza de la nivelul solului.

Sursele antropice includ:

Vi.

Vil.

santierele in constructii;

transportul rutier prin arderea combustibililor vehiculelor si prin uzura pneurilor
si abraziunea cauzata de franari;

procesele de productie din industria metalurgica sau chimicd (minerit,
producerea cimentului, ceramicii sau caramizilor si procese metalurgice);
arderea combustibilului in vederea generarii energiei termice;

deseurile municipale si industriale;

sistemele de incalzire din gospodarii, In special cele care presupun utilizarea
combustibililor solizi:

incinerarea.

Evaluarea concentratiilor de particule in suspensie cu diametrul mai mic de 10 microni

din aerul inconjuritor se realizeazi in functie de valoarea limiti zilnica (50 ug/m®), pentru care

sunt permise 35 depisiri anuale si o valoare limiti anuali de 40 pg/m?®,

Tabel 1.1. Norme privind PMyg

Limita

Nr. depasiri Limita anuala

orard/zilnicAi  permise/an

50 ug/m3

35 40 ug/m3
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1.1.2.2 Poluarea cu oxizi de azot (NOx)

Evaluarea concentratiilor de NO/NO2/NOx din aerul inconjurator se realizeaza in functie
de valoarea limitd orard pentru protectia sanititii umane (200 ug/m?), ce poate fi depasita de
18 ori/an, si in functie de valoarea limitd anuali pentru protectia sinatitii umane (40 ug/mq).

Tabel 1.2. Norme privind NOy

Limita orara Nr. depasiri  Limita Prag de Nivel critic pentru
permise/an anuala alerta vegetatie
200 |,Lg/m3 18 40 ug/m3 400 ug/m3 30 p,tg/m3 pe an calendaristic

1.1.2.3. Poluarea cu dioxid de sulf (SO2)

Evaluarea concentratiilor de SO din aerul inconjurdtor se realizeaza in functie de
valoarea limitd orard pentru protectia sinititii umane (350 pg/m?3), ce poate fi depisiti de 24
ori pe an, si valoarea limitd zilnicd pentru protectia sanatitii umane (125 ug/m?), care nu se
recomanda a fi depasitd de mai mult de 3 ori pe an.

Tabel 1.3. Norme privind SO>

Limita Limita Prag de Nivel critic vegetatie
orara zilnica alerta

350 ;,Lg/m3 125 ;,Lg/m3 500 ;,Lg/m3 20 },tg/m3 pe an
calendaristic

1.1.2.5. Poluarea cu ozon (O3)

Evaluarea concentratiilor de ozon din aer se realizeaza in functie de pragul de alertd de
240 pg/m3, calculat ca medie a concentratiilor orare (valoare ce trebuie misurati timp de 3 ore
consecutiv), pragul de informare (180 pg/m®) calculat ca medie a concentratiilor orare si
valoarea tinti pentru protectia sdnititii umane (120 pg/m?), calculati ca valoare maxima zilnic
a mediilor pe 8 ore (medie mobild), pentru care sunt permise un numar de 25 de depasiri pe an
calendaristic.

Tabel 1.4. Norme privind O3

Valoare tinta Nr. Limita Prag de
(medie depasiri zilnica alerta
mobila) permise/an

120 ug/m3 25 125 ug/m3 240 ug/m3
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1.2. Poluarea apelor si a solurilor
1.2.2. Poluanti majori ai apelor si ai solului
1.2.2.1. Contaminarea cu metale grele

Termenul de metale grele se refera la acele metale care au o densitate mai mare de
5g/cm?; acestea sunt in general substante toxice pentru organismele vii, inhiband procesele
enzimatice celulare si antrenand numeroase dereglari fiziologice. Aceste efecte se produc atunci
cand sunt depdsite anumite concentratii in ape, soluri sau substante alimentare. Altfel, in
concentratii mici, ionii metalelor grele sunt esentiali Tn desfasurarea proceselor metabolice ale
plantelor si animalelor. Un alt risc de mediu al acestor metale este acela ca sunt non-degradabile.

Odata ajunse 1n sol, unele metale au o naturd imobild, dar altele sunt mai mobile, asadar
au potentialul de a fi transportate prin infiltrarea solului in apele de adancime ori pot fi preluate
de radacinile plantelor, fiind astfel transferate in lantul alimentar. De aici, metalele grele pot
cauza defecte biochimice la nivelul organelor corpului (ficat, rinichi, plamani si splind).
Mineritul reprezintd o sursd majorda de contaminare cu metale grele. Extractia acestora din
minereu implicd mentinerea unei cantitati mari de steril, depozitat sub forma unei halde care
contine in continuare metale grele.

Metalele grele fac obiectul unui studiu ce este prezentat in cadrul tezei de doctorat n
capitolul V. Analizele contaminarii cu metale din zona Tarnita, Suceava (fosta mina de barita,
inchisd in prezent) au indicat un risc considerabil pentru sandtatea umana si pentru paduri.
Activitatea miniera a condus la contaminarea apelor de suprafatd si subterane, acesta fiind una
dintre cele mai mari dezastre ecologice din Romania, cu impact major si continuu asupra
comunitatilor locale. Masurile de reabilitare ecologica luate pana in prezent de autoritati cu
scopul de a atenua efectele activititilor de dupa inchiderea minei nu au reusit sd previna
poluarea apelor din zona; simpla construire a digurilor ori Ingradirea poluantilor in gropi de

steril si bazine de decantare nu au rezolvat sarcina.
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PARTEA a ll-a. Rezultate originale
Capitolul 111

Metoda de cercetare

I11.1. Calitatea aerului in aglomerarea Iasi

S-a efectuat un studiu de caz privind calitatea aerului in aglomerarea lasi cu ajutorul
Agentiei pentru Protectia Mediului lasi si a platformei sale online care difuzeaza zilnic emisiile
poluantilor majori din cadrul statiilor de monitorizare amplasate in diverse zone strategice. In
aglomerarea lagi exista sase statii de monitorizare a poluantilor, dispuse atat in perimetrul
orasului, cat si in zone rurale alaturate din judet astfel: Statia IS-1: Bulevardul N. lorga, Podu
de piatra; Statia IS-2: Aleea Decebal, nr. 10, zona Decebal — Cantemir; Statia IS-3: Str. Han
Tétar, nr. 14, zona Oancea — Tatarasi; Statia [S-4: sat Aroneanu, comuna Aroneanu (fosta zona
Copou — Sadoveanu); Statia IS-5: Str. M. Codreanu, Tomesti; Statia IS-6: sat Bosia, comuna
Ungheni.

Studiul evaluarii calitatii aerului in aglomerarea Iasi a avut in vedere urmatoarele
aspecte:

i. Colectarea zilnica a datelor (emisiilor orare ale poluantilor de interes) timp de un an, in
perioada octombrie 2015 — octombrie 2016;

ii. Evidentierea evolutiei emisiilor poluantilor in functie de: ziua saptamanii, luna si
sezonul — date raportate intotdeauna la limitele legale;

iii. Efectuarea de comparatii cu date din anii trecuti puse la dispozitie de Agentie;

iv. Evidentierea gradului de depasire a nivelului permis de poluare in zona lasi, a
eventualelor praguri de alertd existente, prezentarea celor mai periculosi poluanti din
aglomerarea lasi, precum si a perioadelor din an cu emisii crescute. Studiul a luat in considerare
emisiile urmatorilor poluanti ai aerului: particulele in suspensie (PMuo), oxizii de azot (NOy),
dioxidul de azot (NO2), monoxidul de azot (NO), dioxidul de sulf (SO2), benzenul (CsHe),

ozonul (O3) si monoxidul de carbon (CO).

Evaluarea s-a realizat in functie de valorile limita pentru protectia sanatatii umane, impuse de

Legea 104/2011, lege supusa Directivei 2001/81/EC, si in functie de pragurile de alerta.
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Tabel 111.2. Concentratia maxima admisa pentru poluantii majori
Poluant Concentratia Perioada de mediere
Particule fine (PM, 5) 25 pg/m? 1an
Dioxid de sulf (SO,) 350 pg/m? 1 ora
Particule in suspensie (PM,,) 0 pg/m? 1 ord
Monoxid de carbon (CO) 10 mg/m’ Valoarea maxima zilnicd a mediilor pe 8 ore
Benzen (CgHy) 5 ug/m? 1 an
Ozon (0O3) 120 pg/m? Valoarea maxima zilnica a mediilor pe 8 ore
Dioxid de azot (NO,) 200 pg/m? 1 ora

Tabel 111.3. Pragurile de alerta stabilite pentru NOx, SOz si O3

Poluant  Prag de alerta

NO, 400 ugz’m3
SO, 500 pg;"m3
0, 240 ugz’m3

I11.3. Efectele poluirii asupra organismului uman. Relatia dintre metale grele,
diabet si peptida amilina

111.3.1. Simularea dinamicii moleculare (MD)

Cu ajutorul unui calculator puternic si a unui program adecvat se poate realiza
modelarea moleculard, si anume obtinerea unei imagini tridimensionale a moleculelor, precum
si calculul unor parametri: unghiurile de valenta, distantele dintre atomi, energiile de legatura
etc. In aceast teza de doctorat a fost investigat rolul legaturii disulfidice in agregarea amilinei.
Tehnica de modelare moleculara si simulare a dinamicii moleculelor de amilina (in prezenta si
in absenta legdturii disulfidice, -S-S-) a permis intelegerea modulului in care aceasta peptida
poate agrega sub influenta factorilor chimici nocivi. Asadar, experimentul s-a realizat prin
metoda simuldrii dinamicii moleculare (MD). S-a lucrat cu cei patru monomeri cunoscuti $i
diferiti ai amilinei (prezentati n figura III.1), care au fost asamblati sub formd octamerica

intrucat doar oligomerii sunt implicati in fenomenul de agregare. Unul dintre obiectivele acestui

10
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studiu, a vizat efectul Inlaturarii legaturii disulfidice din oligomerii amilinei, pentru a intelege
cum afecteazd aceste punti morfologia amilinei, si cum influenteazd schimbarile
conformationale si populatiile diversilor oligomeri construiti. Exista patru peptide amilinice a

caror structurd tridimensionala este descrisa in literatura de specialitate:

Figura 111.1. Structurile initiale ale celor patru amiline raportate in literatura de

specialitate

S-a lucrat cu modele de oligomeri ai amilinei utilizate de catre Wineman-Fisher et al.
in studiul anterior, si anume M1, M2, M5 si M6, dar notate in acest studiu M1, M2, M3 si M4.
In prim3 instanta s-a inlaturat legatura disulfidica dintre Cys? si Cys’ din amilina (secventa de
aminoacizi fiind prezentata mai jos in figura II1.2.) in fiecare monomer pentru fiecare model
oligomeric si s-au construit apoi 8 noi modele de oligomeri: D1-D4 si E1-E4 (prezentate in
figurile I11.3. si II1.4. de mai jos).

10 15 20 30

1 5 25 35
KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY

Figura 111.2. Structura primara a amilinei

D1 D2

Figura I111.3. Modele D1-D4 construite initial, dupa desfacerea legaturilor disulfidice

11
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El E2

5 ,1
- < — < S

E3 E4

\"S.;f“ / !-,r \‘i—?”}/

Figura 111.4. Modele E1-E4 construite initial, dupa inlaturarea legaturilor disulfidice si

intinderea capatului N-terminal

CAPITOLUL IV

Studii de caz privind poluarea mediului inconjuritor

IV.1. Calitatea aerului in aglomerarea Iasi

In cadrul acestei teze de doctorat am efectuat un studiu de caz ce vizeazi calitatea aerului
in aglomerarea Iasi. In urma colectirii datelor privind emisiile poluantilor majori din zona timp
de un an de zile (octombrie 2015 — octombrie 2016), am putut concluziona care sunt poluantii
ce prezinta pericol, cand acestia prezintd pericol si de ce acestia sunt cei mai problematici in
orasul [asi. S-a realizat evolutia emisiilor in functie de ora, zi a saptdmanii, lund, an.

1V.1.14. Evaluarea anuala a rezultatelor monitorizarii

1. PMuo

a) Se evidentiaza evolutia lunara a emisiilor in perioada octombrie 2015-octombrie
2016 (figura IV.32.). Se observa ca zona Podu de Piatra este cel mai poluata, cu cele mai mari
emisii inregistrate in noiembrie 2015. Se calculeazd media anuald pentru cele doua statii,
comparandu-se cu valoarea limitd anuald. Se observa ca in zona Podu de Piatra si zona Oancea-

Tatarasi, mediile anuale depasesc media anuald permisa (Tabel IV.1).

12
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PM3o medii lunare 2015-2016
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Figura 1V.32. Medii lunare ale PMug in perioada octombrie 2015 - octombrie 2016

Tabel 1V.1. Mediile anuale pentru PM1o in anul 2015-2016

PM,, Media anuala Valoarea limita
(ng/m?) anuala (ug/m®)
Podu de Piatra 49.1408 40
Oancea-Tatarasi | 42.6233 40
2. NOx

Se evidentiaza evolutia lunara a emisiilor in perioada octombrie 2015-octombrie 2016
(figura IV.33.). Se observa ca zona Podu de Piatra este cel mai poluata, cu cele mai mari emisii
inregistrate in noiembrie 2015. Se calculeaza media anuald pentru cele cinci statii,
comparandu-se cu valoarea limita anuald. Se observa ca in zona Podu de Piatrd si zona Decebal-

Cantemir, mediile anuale depasesc media permisa (Tabel IV.2).

NO, medii lunare 2015-2016

250

200 194.828
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Figura 1V.33. Medii lunare ale NOX in perioada octombrie 2015 - octombrie 2016
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Tabel 1V.2. Mediile anuale pentru NOXx in anul 2015-2016

NOx Media anuala (ug/m?) Valoarea limita anuala
(ng/m?)
Podu de Piatra 121.1293 40
Decebal-Cantemir 54.6617 40
Oancea-Tatarasi 37.3948 40
Copou-Sadoveanu/Aroneanu | 9.5239 40
Tomesti 28.8871 40
3. O3

Se evidentiaza evolutia lunara a emisiilor in perioada octombrie 2015-octombrie 2016

(figura IV.38.). Se observa ca zona Copou/Aroneanu este cel mai poluatd, cu cele mai mari

emisii inregistrate in iunie 2016. Se calculeaza mediile anuale pentru cele trei statii, nefiind

reglementatd nici o valoarea limitd anuald in acest caz.
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Figura 1V.38. Medii lunare ale O3 in perioada octombrie 2015 - octombrie 2016

Tabel 1V.7. Mediile anuale pentru Oz in anul 2015-2016

0, Oancea-Tatarasi | Copou/ Tomesti
Aroneanu
Media anuala | 41.9933 76.1004 48.8405
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CAPITOLUL V

Contaminarea cu metale grele. Relatia cu diverse afectiuni

V.1. Contaminarea cu metale grele in zona Tarnita

V.1.1. Continutul de metale grele din probele colectate

In cadrul cercetarilor din prezenta tezi de doctorat, s-a realizat un studiu al efectelor
metalelor grele din zona poluatd de la fosta mina Lesu Ursului, uzina Tarnita, situatd pe
teritoriul administrativ al localititilor Ostra, Crucea si Brosteni, judetul Suceava. in urma
testelor privind gradul de poluare al apelor si solului din acea zona, se doreste identificarea
cazurilor de depasire a limitelor legale si stabilirea unor modalitati eficiente de remediere.

Studiul a constat in prelevarea probelor de apa, de sol si de material steril din vecinatatea minei

abandonate de la Tarnita.

Figura V.1. Halda de steril, Tarnita

Asadar, in halda de steril (L1), concentratiile metalelor grele si ai alor toxici au scazut

in urmatoarea ordine;
Fe>Cu>Pb>As>Zn>Al>Ba>Ni>Mn>Cd>Cr

In solul din vecinitatea haldei de steril (L2), concentratiile metalelor grele si ai alor

toxici au scazut 1n urmatoarea ordine:
Fe>Al>Mn>Ba>Zn>Cu>Pb>As>Ni>Cr>Cd

In solul nisipos (L3), concentratiile metalelor grele si ai alor toxici au sciazut in

urmatoarea ordine:

Fe>Cu>Zn>As>Pb>Mn>Ni>Cd>Cr
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V.1.2. Limitele standard ale metalelor grele in sol

Tabel V.2. Concentratiile medii alte metalelor grele in L1, L2 si L3 in comparatie cu limitele

standard in sol (mg/kg)
Metale L1 12 L3 EU TK STA
grele
Cu 3119 334 802 100 70 270
b 2672 137 270 300 45 200
Fe 357869 493500 164958 - - -
Ni <09 29 9 =] 25 T2
Ba 14 537 - - - -
Mn <05 661 215 - _ -
In 432 421 459 300 200 1100
Cr(total) <03 20 <0.3 100 70 11
As 676 96 310 10 43 011
Al 173 8948 - - -
Cd <07 <07 <0.7 1 0,7 048

V.2. Relatia dintre metale grele, diabet si peptida amilina

V.2.1. Specii reactive de oxigen, glutationul si starea de sanatate

Raspunsul principal al plantelor, dar si a oricarei celule vii, la stresul provocat de
metalele grele este generarea speciilor reactive de oxigen (ROS). GSH este o piesa importanta
in procesul de detoxifiere al organismului de poluanti toxici, metale grele si chimicale. El este
produs de orice celula a organismului si este principalul agent antioxidant si de detoxifiere.
Diversele functii ale GSH sunt influentate de gruparea -S-S- in cisteind. Printre beneficiile
cisteinei se numara faptul ca cisteina ajuta la detoxifierea organismului de metale grele si faptul
ca protejeaza celulele de radicalii liberi.

Oxidarea proteinelor, care reprezintd o modificare covalentd a proteinei, indusd de
specii reactive de oxigen ori de produsi ai stresului oxidativ, s-a dovedit a fi implicatd in multe
boli (diabet, Alzheimer, Parkinson etc.) si Tn imbdatranire. Consecintele biochimice are oxidarii
proteinelor sunt importante, cum ar fi: pierderea functiilor proteinei, absorbtie celulara

anormala, imunogenicitate crescuta, si cel mai important, agregarea proteinei. Glutationul scade
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odata cu varsta, cu starea de boald sau intoxicarea cu diverse substante (inclusiv arsen si metale
grele). Astfel, GSH reduce grupdrile disulfidice ale enzimelor si a altor proteine cu rol
functional la grupari -SH libere, activand diverse procese biologice vitale. Acesta poate reduce,

de pilda gruparile -S-S- din amilina, impiedicand agregarea acesteia.

V.2.2. Amilina, rolul sdu in corp si relatia cu metalele grele

Beneficiind de o bursa Erasmus Mundus — Eden la Universitatea Ben-Gurion din Negev,
Beerschva, Isracl, am avut posibilitatea sa investigdm o peptida cu rol biologic deosebit, prin
metoda simularii dinamicii moleculare (MD). In studiul efectuat, am evidentiat rolul legaturii
disulfidice in structura, stabilitatea, oligomerizarea si formarea amiloizilor amilinici, precum si
posibilul efect al metalelor grele si al conditiilor de mediu asupra aspectelor prezentate. Amilina
umand sau IAPP (polipeptidul insular amiloid), identificata in anul 1987, este un hormon
polipeptidic compus din 37 de aminoacizi, exprimat de o gena localizata pe cromozomul 12.1.
Amilina este co-sintetizata, co-secretatd si CO-depozitatda odata cu insulina in celulele P
pancreatice. Amilina este asociata cu moartea celulelor  in cadrul dezvoltarii bolii diabet
zaharat de tip 2. S-a demonstrat de asemenea ca speciile reactive de oxigen (ROS) promoveaza
disfunctia celulelor insulare pancreatice. Fibrilele de amilina au fost identificate la aproape toti

bolnavii de diabet.

5-5

NH; - K¢ VTCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY -~ COONH,
| |

M-terminal C-terminal

Figura V.5. Structura primara a peptidei amilina
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D1
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{ <)
=\

Figura V.8. Modelele simulate D1-D4 ale oligomerilor de amilind dupa inlaturarea

legaturilor disulfidice Cys2-Cys7

Figura V.9. Modelele simulate E1-E4 ale oligomerilor de amilina dupa inlaturarea
legaturilor disulfidice Cys2-Cys7
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V.2.2.3. Rezultatele analizelor efectuate

V.2.2.3.1. Analiza GBMV

Cu ajutorul acestei analize, s-au comparat energiile conformationale relative si
populatiile intre toti cei patru oligomeri D1-D4, toti cei patru oligomeri E1-E4 si oligomerii
amilinei native M1-M4 (rezultate in Tabel V.3. si Figura V.11). S-a putut observa faptul ca, in
timp ce 1n cazul oligomerilor amilinei native existd doud stdri polimorfice preferate (modelele
M1 si M2), in cazul oligomerilor carora li s-a inldturat legatura disulfidica existd un singur
model preferat: modelul D2/E2, care corespunde modelului M2. Asadar, s-a propus ideea
conform cdreia inlaturarea legaturii disulfidice conduce la o usoard descrestere a

polimorfismului in oligomerii de amilina.

Tabel V.4. Energiile conformationale (calcule GBMV) si populatiile modelelor studiate

Modelul Energia Populatiile (%)
(kcal/mol)
M1 -6921(149) 34.97
M2 -6908(147) 34.10
M3 -6668(151) 15.44
M4 -6668(151) 15.47
D1 -6892(149) 27.13
D2 -6959(139) 36.52
D3 -6704(156) 21.53
D4 -6925(159) 14.80
El -6841(143) 27.13
E2 -6956(156) 36.52
E3 -6776(143) 21.54
E4 -6690(157) 14.79
40 36.5295
36.5266
35
= 27.133
§ 12088 21.538
@ 25 21.539
o 20 14.8008
© 14.7985
= 15
& 10
a
5
0

D1 E1 D2 E2 D3E3 D4 E4

Figura V.10. Populatiile modelelor simulate D1-D4 si E1-E4 ale oligomerilor amilinei
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Figura V.11. Distributia valorilor energiilor conformationale
ale modelelor simulate M1-M4, D1-D4 si E1-E4 ale

oligomerilor amilinei, obtinute din calcule GBMV

V.2.2.3.2. Analiza structurii secundare

Existd un mare interes legat de investigarea efectului Tnlaturarii legaturii disulfidice in
amilina asupra caracteristicilor structurale ale oligomerilor acestei peptide, intrucat acest lucru
ar oferi o viziune mai clard asupra problemei agregarii amilinei. Studii anterioare au ardtat
faptul ca inldturarea legdturii disulfidice Tn monomerii de amilind promoveaza formarea
fibrilelor de-a lungul secventei de amilina. Studiile acestea, insa, s-au limitat la monomerii de
amilind si nu s-au focusat pe oligomeri, acestia din urma fiind cunoscuti a fi de fapt speciile
toxice.

In acest studiu am examinat efectul inlaturarii legaturii disulfidice asupra trasaturilor

structurale ale oligomerilor de amilind. Dupa inlaturare, regiunile N-terminal sunt libere,
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flexibile si nu contin structuri de tip helix. Cercetarea noastra a sugerat faptul ca inlaturarea
legaturii disulfidice promoveaza alungirea structurii fibrilice (B-strand) care este localizatd in
secventa 8Ala—His'®, si poate astfel induce formarea unei structurii stabile B-incrucisat care este

asociata cu agregarea amilinei.

| KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSSTNVGSNTY
M = o eseeesssss) o) Sonsmsan) =)
M2 =) ssmmssssssd o = ssessee) =)
M3 = - === == o=
M4 =5 cm————) o e e
A EI ) | I:; 5SS { '
D2 ® » maaaaassss——— = 9 Ce—  —
03 =Y § EEEE———— e g
D4 % B 5 eeee—— 33 )
(2] R ————— ——— — I RS S
e re————— b K = — —
(3] ¢ & Ceeces————mp ) oenereb
(2] e, E—— [ [ =

Figura V.12. Structura secundara a modelelor simulate ale oligomerilor amilinei native (M-

M4) si ale modelelor construite dupa desfacerea legaturii disulfidice (D1-D4 si E1-E4).

V.2.2.3.3. Analiza RMSF

In scopul investigarii stabilitatii modelelor studiate, s-a monitorizat deviatia medie
patrata (eng. root mean standard deviation, RMSD) si fluctuatia medie patrata (eng. root mean
standard fluctutation, RMSF). Din figura V.13. se poate observa o fluctuatie semnificativa in
regiunea N-terminala in special. Cu toate acestea, se poate observa ca regiunea N-terminala
(Lys!-Asn®) in modelele D1-D4 si E1-E4 prezinti mai multe fluctuatii comparativ cu aceeasi
aminoacizi din modelele M1-M4. Dar aceste fluctuatii le compenseaza pe acelea mai mici din

regiunea B-intors (turn) a modelelor D1-D4 si E1-E4.

N
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Figura V.13. RMSF pentru modelele simulate ale oligomerilor
amilinei native (M1-M4) si ale modelelor construite dupd

inlaturarea legaturii disulfidice (D1-D4 si E1-E4)

V.2.2.3.4. Analiza RMSD

<3 b1 <2 D03 <5 El <5 E3
:4 v 84 34
g3 €3 c3 c3
52 g 52 g2
‘31 w2 51 27
60 5(])' Oo Do
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 0 10 .20 30 40 50
Time (ns) Time (ns) a Time (ns) 5 Time (ns)
= o= E4

@i {W gg D4 <3 E2 =4

W ] o3
w3 w4 o2 o
£ £3 < c2
g2 & 7/ 81 8
@ g2 s g
& 21 8o A
oo (=1

0 10 20 30 40 50
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50 Time (ns) 0 10 T?r%es(?)sfo 50
Time (ns) Time (ns)

Figura V.14 & V.15.. Analiza RMSD pentru modelele D1-D4 si E1-E4

Analiza RMSD (Figura V.14. si Figura V.15.) arata ca toti oligomerii amilinei native si

toate modelele studiate aici prezintd valori similare. Asadar, toate modelele au structuri relativ
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stabile, indicAnd ca acestea s-au concentrat in timpul simulirilor de 50 ns. In timp ce in
oligomerii amilinei native (in special modelul M4), domeniul B-intors (turn) fluctueaza mai
mult, in modelele D1-D4 si E1-E4, fluctuatiile din acest domeniul sunt mai mici. Din acest
motiv, s-a sugerat faptul ca inlaturarea legaturii disulfidice in oligomerii de amilina stabilizeaza

domeniul B-intors (turn) si astfel poate induce agregarea amilinei.

V.3. Relatia dintre metale grele, boala Alzheimer si aspirina NOSH

In cazul bolii Alzheimer, precum si in cazul diabetului de tip 2, mecanismele de agregare
si formarea a placilor nu sunt inca pe deplin intelese la momentul actual. Se cunoaste rolul
metalelor grele in evolutia bolii Alzheimer, unde ionii de cupru, zinc, fier si aluminiu joaca un
rol important. De asemenea, deoarece aspirina este un anti-inflamator ce poate fi folosit in boala
Alzheimer, iar glutationul contine grupari -SH ce capteaza ionii metalelor grele din corp, in
aceastd tezd am investigat din punct de vedere teoretic folosirea unui nou tip de aspirind,
aspirina NOSH, ca potential medicament impotriva intoxicatiilor cu metale grele din mediul
inconjurator. Avand in vedere faptul ca gruparile NO- si -SH ar putea atenua simptomele
neurodegenerative, dar si cele ale intoxicatiei cu metale grele, aspirina NOSH a fost considerata
a fi un potential medicament in preventia si tratarea bolii Alzheimer. Actiunea aspirinei NOSH
asupra efectului metalelor grele este indirecta, fiind anti-inflamatoare si nu neaparat

protectoare.

ONO——

cH,
OH SOOG >=
? o
A COOH
AR COOH o
, S
2 /4;/ N N — o
S ~—0
S

Acid salicilic Aspirina Aspirina NOSH
(acid 2-hudroxibenzoic) (acid 2-acetoxibenzoic)

Figura V.21. Formula chimica a aspirinei NOSH
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Concluzii generale

Teza de doctorat intitulatd ,,Poluanti majori ai mediului: solutii comune in stiintele
vietii, stiintele sociale si cele tehnice” este structuratd in doua parti distincte, o parte a studiului
de literaturd si una a contributiilor personale. Lucrarea insumeaza 169 pagini. Cele cinci
capitole insumeazd 127 pagini si contin 69 de figuri, 19 tabele si 141 de indici bibliografici.
Anexele lucrarii contin lucrarile stiintifice publicate in reviste cu factor de impact, Insumand
42 pagini.

Concluziile generale ale studiilor si ale prezentei tezei de doctorat sunt urmatoarele:

e Capitolul I realizeazd o introducere in tema abordata, expunand de asemenea
motivatia care a stat la baza inceperii acestor studii.

» S-a realizat abordarea interdisciplinara ale unor aspecte legate de mediul
inconjurdtor, Imbinand stiintele sociale (juridica) cu cele tehnice (chimia), precum indica chiar

titlul tezei.

e (Capitolul II prezinta cadrul legal in combaterea poluarii mediului inconjurator.

» S-au pus 1n evidenta instrumentele cheie din domeniul legal ce urmaresc combaterea
poluarii mediului Inconjurator, fiind prezentate cele mai importante acte legislative si institutii

din Romania si din cadrul Uniunii Europene.

> In contextul poludrii mediului, s-a adus la cunostinta existenta dreptului la un mediu
sanatos, care desi necodificat, face parte din jurisprudenta Curtii Europene a Drepturilor Omului
din anul 1994. S-au prezentat spetele cele mai importante care garanteaza cetateanului european

apararea acestui drept in fata Curtii de la Strasbourg.

» In acest domeniu legal, va exista Intotdeauna o discrepanta intre teorie si practica,
intre eficienta textului si eficienta aplicabilitatii.

» Cadrul legal este avut in vedere pe tot parcursul tezei.

e Capitolul IV cuprinde un studiu de caz vizand calitatea aerului in aglomerarea lasi.
» S-a realizat acest studiu de caz in decursul perioadei octombrie 2015 — octombrie
2016. Concluzia generala a studiului este aceea ca exista zone foarte poluate in orasul lasi, desi

nu pe tot parcursul anului. Zona Podu de Piatra fiind cea mai afectatd, urmata de zona Decebal-
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Cantemir. Acestea sunt zone centrale, iar poluarea accentuata este pusa in principal pe seama
traficului.

» Orasul lasi este amenintat in special de poluarea cu particule in suspensie (PMuo).
Uniunea Europeana permite un numar de 35 de depasiri medii zilnice In ceea ce priveste PMo,
numar cu mult depasit, ceea ce teoretic atrage sanctiuni din partea Uniunii. Raspunderea
juridica apartine autoritatii publice centrale.

» Oxizii de azot (NOy) reprezinta urmatorul poluant problematic in orasul Iasi.

» Emisiile de ozon (O3z) depasesc valoarea limita in zona rurald (Copou-
Sadoveanu/Aroneanu), nu si in cartierele centrale din oras.

> In luna noiembrie 2015 s-au inregistrat cele mai mari emisii ale poluantilor
problematici (PMio, NOx). Incepand cu luna martie, emisiile scad insi mult. Se poate
concluziona ca toamna este anotimpul cel mai poluat. Toamna si primdvara emisiile sunt in
general mai mari din cauza calmului atmosferic, inversiunilor termice, lipsei vegetatiei,

traficului rutier greu, nisipului utilizat pe carosabil, curatarii necorespunzatoare a strazilor etc.

e Capitolul V cuprinde un studiu referitor la toxicitatea zonei contaminate cu metale
grele si arsen de la Tarnita, Suceava. Ulterior, se evidentiaza relatia dintre metale grele si boala
diabet de tip 2 si boala Alzheimer.

» S-ainvestigat zona poluatd cu metale grele si arsen din zona Tarnita, in jurul minei
de barita, inchisd in prezent. S-a constatat prezenta unor metale grele, aluminiu si arsen ce
depasesc cu mult limitele legale. Fierul in stirile de oxidare 2+ si 3+ a fost depistat ca fiind
metalul cu cea mai mare concentratie in zona Tarnita, judetul Suceava. Mai mult decat atat, Fe
se afla in concentratii mai mari In vecindtatea haldei decat in zona efectiv contaminata.

» Unalt studiu a avut drept scop demonstrarea rolului legaturii disulfidice n agregarea
unei peptide asociate cu boala diabet de tip 2 — amilina, in literatura fiind doar teoretizat faptul
ca prezenta legaturii disulfidice in amilind inhiba tendinta de agregare a peptidei. Astfel, s-a
lucrat cu 8 oligomeri de amilina (D1-D4 si E1-E4), a caror legatura disulfidica a fost desfacuta,
rezultatele s-au comparat cu cele ale oligomerilor de amilind nativa (M1-M4 din studii
anterioare). In acest scop s-a utilizat metoda simulirii dinamicii moleculare (MD).

» Analiza structurii secundare a sugerat faptul ca inlaturarea legaturii disulfidice
promoveaza alungirea structurii fibrilare, si poate astfel induce formarea unei structurii stabile
B-incrucisat care este asociata cu agregarea amilinei.

> Inliturarea legiturii disulfidice scade polimorfismul la oligomerii de amilina nativa.
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» Studiul efectului desfacerii legaturii disulfidice prezintd importantd biologica.
Elucidarea efectului potential al inlaturarii legaturii disulfidice poate avea ca finalitate crearea
unui medicament ce ar putea impiedica agregarea amilinei in corp, fenomen observat la aproape
toti pacientii cu boala diabet de tip 2.

» Severitatea sau riscul bolii Alzheimer pot fi reduse de catre agenti antioxidanti si
anti-inflamatori. S-a discutat in aceasta teza fezabilitatea utilizarii unor noi derivati ai aspirinei
impotriva proprietdtilor patologice a AD. Aspirina NOSH a fost considerata a fi un potential
medicament 1n preventia si tratarea bolilor neurodegenerative, cu multiple indicatii terapeutice:
reducerea zonele inflamatoare din creier, inldturarea metalelor grele din placi si cresterea

nivelului de oxigen din neuroni.
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