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Lucrarea cu titlul “Compuși biologic activi implicați în procese maladive: 

caracterizare prin spectrometrie de masă și tehnici complementare” este însoțită de 

241 indici bibliografici. Rezumatul prezintă într-o formă succintă rezultatele cercetătorilor 

personale, concluzii generale și o bibiliografie selectivă. Rezultatele experimentale fac 

obiectul a 13 Tabele, 59 Figuri și 4 lucrări științifice publicate în reviste cu factor de 

impact și alte 2 lucrări științifice în curs de publicare. 
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Tot ceea ce ne înconjoară, în esență, reprezintă un sistem care este fie mai simplu, fie 

mai complex și este alcătuit dintr-o multitudine de compuși chimici, care la rândul lor sunt 

caracterizați de o compoziție elementală. Astfel, organismele vii reprezintă un ansamblu 

complex alcătuit din numeroase molecule, fiecare dintre acestea având un rol bine definit 

pentru organismul viu. Lipsa unui compus din sistemul pe care îl caracterizează poate avea 

urmări grave pentru organism, acesta nefiind capabil fie să se dezvolte sau să se adapteze 

la mediul înconjurător, fie chiar să supravețuiască. Există numeroase exemple în literatura 

de specialitate care vin să confirme că fiecare compus are un rol bine definit în organism și 

asigură dezvoltarea, viața și activitatea acestuia. Compușii biologic activi studiați în cadrul 

acestei teze sunt proteinele. Din punct de vedere structural, proteinele sunt polimeri 

biologici în care unitatea monomerică este reprezentată de un aminoacid, iar din punct de 

vedere funcțional, proteinele sunt bio-macromolecule ce îndeplinesc o gamă largă de 

activităţi esenţiale pentru organism. Rolul proteinelor în organism variază extrem de mult.  

În general, proteinele sunt implicate în numeroase procese biologice, datorită 

capacității lor de a cataliza un anumit tip de reacții și astfel de proteine sunt cunoscute de 

asemenea drept enzime [2]. Numeroase proteine cu rol de enzimă în organism nu își pot 

desfășura activitatea catalitică decât în prezeța unor alte molecule cunoscute drept cofactor. 

Un exemplu de moleculă biologică cu rol de cofactor, care este necesară pentru circa 4% 

din enzimele din organism pentru a-și desfășura activitatea este Coenzima A. Alte proteine, 

imunoglobulinele joacă un rol important în menținerea stării de sănatate a organismului, 

fiind o parte importantă a sistemului imunitar [3-5]. De asemenea, acești biopolimeri sunt 

implicați în transmiterea semnalelor de la celulă la celulă [6,7]. Numeroase proteine sunt 

multifuncționale, îndeplinind mai multe funcții biologice simultan [8]. 

Modificările post-translaționale au loc în organism în condiții fiziologice normale și 

sunt o parte importantă în formarea, localizarea și funcționalitatea proteinelor. Unele 

modificări structurale la nivelul proteinelor au loc sau sunt intensificate în procese 

patofiziologice, majoritatea ca o amprentă a stresului oxidativ celular. Un exemplu în acest 

sens îl constituie proteinele identificate ca fiind modificate în sputa pacienților astmatici și 
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anume au fost depistate modificări ale proteinelor la nivelul aminoacidului tirozină prin 

bromurare în poziția orto (Br-Tyr) [10]. Bromurarea restului de tirozină din componența 

proteinelor, nu este singura și nici cea mai frecventă modificare ce are loc la nivelul acestui 

aminoacid în condiţii de stres oxidativ. 3-nitrotirozina (3-NT) din structura proteinelor 

poate servi de asemenea drept amprentă moleculară pentru modificările oxidative în 

diferite condiții patologice. 

Nitrarea tirozinei este o modificare post-translațională, ce are loc prin atașarea 

grupării nitro în poziția orto a aminoacidului tirozină și chiar dacă are loc în organism și în 

condiții fiziologice normale, acest proces este puternic intensificat cu vârsta și în diverse 

afecțiuni [12-14]. Un alt exemplu al implicării 3-NT în procese patofiziologice este 

nitrarea ce poate avea loc la aminoacidul Tyr
10

 din peptida amiloidă beta (Aβ), peptidă 

implicată în boala Alzheimer (AD) ce determină o accelerare a procesului de agregare. În 

momentul de față, încă nu este bine înțeles dacă nitrarea proteinelor le modifică funcția 

determinând dezvoltarea accelerată a unei afecțiuni sau este doar o consecință a bolii [16]. 

Astfel, proteinele sunt implicate în toate procesele din organism, atât cele normale, 

cât și cele patofiziologice. De asemenea, modificările la nivelul structurii proteinelor pot fi 

indicatori ai unei afecțiuni sau chiar pot fi modul prin care se instalează condițiile 

patofiziologice. Pe de altă parte, proteinele pot fi molecule cu acțiune benefică asupra 

organismului și sunt utilizate în scopuri terapeutice.  

Datorită numeroaselor funcții biologice pe care le îndeplinesc proteinele, a implicării 

acestora în diverse condiții patologice, proteinele au devenit niște compuși de interes 

deosebit pentru cercetătorii din domeniul biochimiei și medicinei. Astfel, studiul 

proteinelor a determinat dezvoltarea vertiginoasă a unui nou domeniu inter-disciplinar 

precum proteomica. În literatura de specialitate, există numeroase articole de interes în 

domeniul proteomicei, iar această știință a prezentat o evoluție remarcabilă odată cu 

punerea la punct al spectrometriei de masă și combinării acesteia cu alte tehnici 

complementare. Proteomica presupune studiul și caracterizarea proteinelor din sisteme 

biologice, dar și sinteza, purificarea și caracterizarea unor peptide model pentru a fi 

utilizate ulterior în studii in vitro pentru o mai bună înțelegere a anumitor procese. 

În cadrul tezei de doctorat am studiat și caracterizat molecule cu importantă activitate 

biologică și anume proteinele, precum și interacțiunea acestora cu alte specii chimice cum 

ar fi ionii metalici. De asemenea, au fost studiate modificări ce pot avea loc la nivelul 

proteinelor, modificări cum ar fi nitrarea la nivelul aminoacidului tirozină. Acestă 

modificare a proteinelor este intens studiată de către cercetătorii din domeniul biochimiei și 
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a medicinei datorită asocierii cu stresul oxidativ, îmbătrînirea și condiții patofiziologice 

precum astm, alergii, infecții, etc. Deoarece proteinele sunt implicate în numeroase procese 

în organism și joacă un rol bine definit în mecanismul defensiv, am cercetat modificările ce 

au loc la nivelul expresiei proteinelor în cadrul organismului model de Saccharomyces 

cerevisiae sub acțiunea unui toxic precum 2,4-dinitrofenolul. Tot în cadrul cercetării 

doctorale, am investigat zeinele (care sunt și ele o clasă de proteine) printr-o abordare 

clasică din proteomică și anume digestie enzimatică urmată de separarea peptidelor 

rezultate prin electroforeză pentru a obține o vizualizarea a transformărilor chimice pe care 

le suferă zeinele odată ce sunt ingerate. Interesul față de acest compus proteic s-a datorat 

aplicabilității practice pe care o prezintă, fiind utilizat în fabricarea medicamentelor cu un 

comportament retard. 

Astfel, principalele obiective urmărite în cadrul tezei de doctorat au fost următoarele: 

 Caracterizarea interacțiunei dintre molecula de Coenzima A (cofactor necesar în 

activitatea enzimatică a unor proteine) cu ioni metalici precum Au
3+

 și Hg
2+

 prin 

spectrometrie de masă și tehnici complementare precum spectroscopia UV-Vis, IR, 

microscopia de forță atomică și teste de toxicitate; 

 Sinteza în fază solidă a unor peptide sintetice model ce conțin aminoacidul tirozină 

nemodificat, hidroxilat sau nitrat pentru a fi utilizate în studiul specificității unor 

anticorpi anti 3-nitrotirozină; 

 Purificarea peptidelor sintetice prin cromatografia lichidă de înaltă performanță și 

caracterizarea acestora prin spectrometrie de masă; 

 Studiul specificității anticorpilor anti 3-nitrotirozină prin determinarea afinității 

acestora față de peptidele model prin Dot-blot, ELISA și cu ajutorul unui biosenzor 

pe bază de undă acustică de suprafață; 

 Studiul toxicității pesticidului 2,4-dinitrofenol asupra unor sisteme biologice 

precum plantele și drojdie. Observarea modificărilor induse de pesticid la nivelul 

proteinelor extrase din drojdie; 

 Studiul comportamentului unor proteine precum sunt zeinele (utilizate în fabricarea 

sistemelor de eliberarea controlată a medicamentelor) sub acțiunea unor enzime 

precum tripsina, pepsina sau sub acțiunea HCl, care ar oferi o previzualizare a 

transformărilor pe care le suferă această proteină odată ingerată. 
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Capitolul III. Interacțiunea Coenzimei A cu ioni metalici de tipul Au
3+

 și Hg
2+

 

Rezultate obținute: 

 

III.1. Interacțiunea Coenzimei A cu ioni de Au
3+ 

 

III.1.1. Caracterizarea sistemului CoA-Au prin spectrofotometria UV-Vis 

 

Figura III.1. Spectrul UV-Vis al CoA (57 μM) și al CoA în prezența a 1,8 și a 4,6 

echivalenți de Au (III) în tampon borat, pH 10. Inserție: Spectru diferențiat la diferite 

rapoarte molare CoA:Au (Concentrația CoA de 250 μM) 

 

III.1.2. Caracterizarea sistemului CoA-Au prin spectroscopia de infraroșu 

 

Figura III.3. Spectrul FT-IR al CoA (linie întreruptă), al AuCl3 (linie punctată) și al 

complexului (linie continuă) în domeniul de număr de undă 400 – 900 cm
-1

; Inserție. 

Spectrul derivatei de ordinul II 
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III.1.3. Studii de toxicitate pe microorganisme de Pichia Pastoris 

 

Figura III.5. Acțiunea Au(III) asupra celulelor de Pichia Pastoris (SMD1168H) în 

prezența și în lipsa CoA (Concentrația CoA 0,5 mM și 1, 3, 5 echivalenți de Au(III)) 

 

III.1.5. Caracterizarea sistemului CoA-Au prin spectrometria de masă 

 

Figura III.11. Spectrul de masă al amestecului echimolar CoA:Au (III). (A) Spectrul 

de masă în domeniul m/z 700 – 1200; (B) Spectrul de masă detaliat în domeniul m/z 950 – 

980 şi (C) Spectrul de masă simulat în domeniul m/z 950 – 980 
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III.2. Interacțiunea Coenzimei A cu ioni de Hg
2+ 

 

III.2.1. Caracterizarea sistemului CoA-Hg prin spectrometria de masă 

 

Figura III.12. Spectrul de masă (înregistrat în mod pozitiv) pentru sistemul CoA:Hg. (A) 

Spectrul de masă în domeniul m/z 700 – 1200; (B) Spectrul de masă detaliat în domeniul 

m/z 955 – 980 şi (C) Spectrul de masă simulat în domeniul m/z 955 – 980 

 

 

Figura III.13. Mecanismul de formare a CoA-S-Hg-Cl şi a tiocoenzimei A. (A) 

Conversia CoA în compus organometalic şi (B) conversia derivatului organometalic la 

tiocoenzima A 
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III.3. Concluzii 

 

i. Biomolecula de Coenzima A a fost caracterizată cu succes printr-o varietate de 

tehnici analitice, precum spectroscopia UV-Vis și IR, prin microscopia de forță 

atomică dar și prin spectrometrie de masă; 

ii. Datorită grupării funcționale tiolice, molecula de CoA prezintă o afinitate 

ridicată față de ionii de Au
3+

, lucru care a determinat formarea unui complex 

CoA-Au care a fost pus în evidență prin studii spectroscopice UV-Vis. 

Formarea complexului a fost justificată prin apariția unui nou maxim de 

absobție în jurul lungimii de undă λ = 300 nm în spectrul UV-Vis al sistemului 

CoA:Au; 

iii. Prin înregistrarea spectrului IR al complexului CoA-Au și prin compararea 

acestuia cu spectrul IR al CoA, s-a observat că nu doar gruparea tiolică este 

implicată în procesul de coordinare, dar și gruparea aminică din structura 

adenozinică; 

iv. Prin studiile de toxicitate, s-a demonstrat că prezența ionilor de Au
3+

 în mediul 

de dezvoltare a microorganismelor de Pichia Pastoris, determină o scădere pînă 

20 %  în dezvoltarea coloniilor. Prin adăugarea moleculei de CoA, alături de 

ionii de Au
3+

 în mediul de dezvoltare a microorganismelor, se observă o scădere 

a efectului inhibitor al aurului, lucru ce poate servi drept dovadă pentru 

formarea unui complex CoA-Au, datorită scăderii concentrației de aur liber din 

sistem și astfel scăderii biodisponibilității acestuia; 

v. Imaginile topografice obținute prin microscopia de forță atomică indică 

formarea unui complex CoA-Au, datorită modificării morfologiei de suprafață a 

compusului final față de compușii de plecare; 

vi. Investigarea interacțiunii CoA cu ioni metalici de tipul Au
3+

 și Hg
2+

 prin 

spectrometrie de masă a evidențiat formarea unor complecși în ambele cazuri, 

cu o stoichiometrie de 1:1; 

vii. Prin analiza mai atentă a spectrelor de masă obținute pentru sistemele 

investigate, s-a observat apariția în sistem a două specii moleculare noi și 

anume un compus organo-metalic (intermediar) și a tiocoenzimei A. Pe baza 

analizei datelor obținute s-a propus un mecanism de reacție prin care se obține 

cel de-al doilea compus. 
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Capitol IV. Caracterizarea unor interacțiuni de tipul antigen - anticorp 

 

Rezultate obținute: 

 

IV.1. Purificarea și caracterizarea peptidelor ECP 
26

AMRAINNYRWR
36

 și PCS 

422
KDGKRLKNYSL

432 

 

Tabel IV.1. Structura primară şi masa moleculară a peptidelor ECP sintetizate 

Nr. Peptida Secvenţa de aminoacizi Masa moleculară 

1 

2 

3 

ECP 

ECP(OH) 

ECP(NO2) 

AMRAINNYRWR 

AMRAINNY(OH)RWR 

AMRAINNY(NO2)RWR 

1449,75 

1466,74 

1495,73 

 

 

Figura IV.6. Spectrul de masă ESI-MS al  peptidei 
26

AMRAINNY(NO2)RWR
36

 sintetizate 

 

 

Figura IV.7. Cromatograma de purificare a peptidei 
26

AMRAINNY(NO2)RWR
36 
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Figura IV.8. Spectrul de masă MALDI-TOF MS al  peptidei 
26

AMRAINNY(NO2)RWR
36

, 

puritate ≥95% 

 

Tabel IV.3. Structura primară şi masa moleculară a peptidelor PCS sintetizate 

Nr. Peptida Secvenţa de aminoacizi Masa moleculară 

1 

2 

3 

PCS 

PCS(OH) 

PCS(NO2) 

KDGKRLKNYSL 

KDGKRLKNY(OH)SL 

KDGKRLKNY(NO2)SL 

1320,75 

1336,75 

1365,74 

 

 

Figura IV.16. Spectrul de masă ESI-MS al  peptidei 
422

KDGKRLKNY(NO2)SL
432

 

sintetizate 
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Figura IV.17. Cromatograma de purificare a peptidei 
422

KDGKRLKNY(NO2)SL
432 

 

 

Figura IV.18. Spectrul de masă MALDI-TOF MS al  peptidei 
422

KDGKRLKNY(NO2)SL
432

 

pure 

 

IV.2. Afinitatea anticorpului anti 3-nitrotirozină față de peptide sintetice model cu 

tirozina nemodificată, nitrată sau hidroxilată 

 

IV.2.1. Specificitatea anticorpilor anti 3-nitrotirozină vizualizată prin dot-blot 

 

Figura IV.24. Rezultatele experimentului dot-blot. Membrana de nitroceluloză (A) a fost 

tratată cu anticorpul monoclonal anti-nitrotirozină de la Chemicon International (mAb1), 

iar membrana (B) – cu cel achiziționat de la Santa Cruz (mAb2). Prima peptidă este ECP 

cu tirozina nemodificată, poziția 2 și 3 corespunde peptidelor ECP cu tirozina nitrată, 

respectiv hidroxilată, iar poziția 4 și 5 corespunde peptidei model LEI cu tirozina oxidată 
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IV.2.2. Specificitatea anticorpului anti 3-nitrotirozină studiată prin ELISA 

 

 

Figura IV.26. Determinarea ELISA a legării anticorpului mAb1 de peptidele PCS model 

ce conțin tirozină nemodificată, hidroxilată sau nitrată 

 

IV.2.3. Specificitatea anticorpului anti 3-nitrotirozină studiată cu un biosenzor 

pe bază de undă acustică de suprafață 

 

Figura IV.28. Modificările în timp ale proprietățile undei acustice ca rezultat al 

interacțiunei (A) peptidei ECP, (B) peptidei ECPn, (C) peptidei ECPh și (D) peptidei LEI 

cu hidroxitirozină cu anticorpul anti 3-nitrotirozină 
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Tabel IV.6. Constantele Kd determinate pentru peptidele sintetice model 

Ligand - Peptida Anticorp anti 3-nitrotirozină 

Nr. Secvența peptidei 
m/z 

[M+H]
+ 

Ab1 Ab2 

Dot-blot Kd (10
-9

) M Dot-blot 

1. AMRAINNYRWR 1450,95 - - + 

2. AMRAINNY(NO2)RWR 1495,73 + 5,33 + 

3. AMRAINNY(OH)RWR 1466,97 + 5,65 + 

4. FKLEESY(OH)TLNSDLAR 1801,93 + 5,39 + 

 

IV.3. Modelarea moleculară în studiul modificărilor oxidative la aminoacidul tirozină 

 

 

Figura IV.30. Poziția resturilor de tirozină în proteina LEI și suprafețele expuse ale 

restururilor Tyr206, Tyr208, Tyr199 (stânga) și Tyr282 (dreapta) 

 

IV.4. Concluzii 

i. Sinteza peptidelor model ECP (AMRAINNYRWR, AMRAINNY(OH)RWR, 

AMRAINNY(NO2)RWR) și PCS (KDGKRLKNYSL, KDGKRLKNY(OH)SL, 

KDGKRLKNY(NO2)SL) a fost realizată cu succes, iar măsurătorile 

spectrometrice de masă au confirmat identitatea peptidelor sintetizate; 

ii. În cazul sintezei peptidelor model PCS cu tirozina modificată, nitrată sau 

hidroxilată, pe lîngă peptida dorită a fost obținută și o a doua peptidă, un produs 
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deshidratat, rezultat din învecinarea aminoacizilor acid aspartic și glicină. 

Gruparea carboxilică din lanțul lateral al aminoacidului acid aspartic suferă un 

atac din partea Nα din aminoacidul alăturat și reacția este favorizată în mediu 

alcalin; 

iii. Peptidele sintetizate au fost purificate cu succes prin cromatografia lichidă, 

puritatea peptidelor fiind confirmată prin măsurători spectrometrice de masă; 

iv. În cromatogramele obținute în purificarea peptidelor PCS model, picul principal 

prezenta un umăr datorat formării produsului deshidratat și rezoluția dintre cele 

două picuri era mai mică de 1, din cauza proprietăților fizico-chimice similare a 

celor doi produși; 

v. În cazul peptidelor model ce conțineau în structura primară nitrotirozină, în 

spectrele de masă MALDI-TOF au fost observate trei semnale intense, primul 

corespunzător peptidei, iar celelalte două determinate de descompunerea 

fotochimică a grupării nitro; 

vi. Din experimentele dot-blot s-a observat că anticorpul monoclonal anti 3-

nitrotirozină (39B6) nu prezintă specificitate pentru peptidele ce conțin resturi 

de tirozină oxidată, acesta dând un răspuns fals pozitiv chiar și pentru peptida 

ECP model cu tirozină nemodificată; 

vii. Anticorpul monoclonal anti 3-nitrotirozină (MAB5404) prezintă o specificitate 

pentru peptidele ce conțin tirozină modificată în structura primară. Acest 

anticorp nu a recunoscut peptida ECP. Anticorpul recunoaște atât peptidele cu 

tirozina modificată prin nitrare, însă a dat un răspuns pozitiv și pentru peptidele 

ce conțin hidroxitirozină; 

viii. Din experimentele imunochimice de tip ELISA poate fi observat că anticorpul 

monoclonal anti 3-nitrotirozină nu recunoaște peptidele ce conțin tirozină 

nemodificată în structura lor primară, însă prezintă specificitate pentru peptidele 

care în secvența lor prezintă tirozină modificată oxidativ; 

ix. Din experimentele cu biosenzor pe bază de undă acustică s-a observat că 

anticorpul monoclonal anti 3-nitrotirozină (MAB5404) prezintă afinitatea cea 

mai ridicată față de peptida ECPn (ce conține tirozină nitrată), dar poate 

recunoaște și ECPh (ce conține tirozină hidroxilată); 

x. Atât experimentele de tip ELISA, cât și cele cu biosenzor pe bază de undă 

acustică de suprafață sugerează că anticorpul anti 3-nitrotirozină studiat nu face 
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diferență între peptidele ce conțin hidroxi-tirozină și nitro-tirozină, dând un 

răspuns pozitiv în ambele cazuri; 

xi. Anticorpul monoclonal anti 3-nitrotirozină (MAB5404) nu este specific, și 

cazurile de proteine care au fost identificate ca fiind cu tirozină nitrată prin 

experimente imunochimice în literatura de specialitate, ar putea fi de fapt și 

proteine în care aminoacidul tirozină a fost modificat prin hidroxilare; 

xii. Proteinele sunt macromolecule care în secvența lor prezintă mai multe resturi de 

tirozină ce ar putea fi modificate prin oxidare. Pentru ca reacția dintre speciile 

reactive de N sau O și tirozină să aibă loc, este necesar ca tirozina să fie 

accesibilă solventului; 

xiii. Prin modelarea moleculară a proteinei LEI (SERPIN B1) s-a observat că 

resturile de Tyr 208 și 199 sunt cele mai expuse solventului și probabilitatea cea 

mai mare este că anume aceste resturi de tirozină vor fi modificate prin nitrare 

sau hidroxilare. 
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Capitol V. Studiul unor proteine din sisteme biologice printr-o abordare top down  

 

Rezultate obținute: 

 

V.2.1. Determinarea concentrației totale a proteinelor 

 

 

Figura V.1. Reprezentarea grafică a curbei de calibrare 

 

V.2.2. Acțiunea 2,4-dinitrofenolului asupra proteinelor hidrosolubile din drojdia 

de bere 

 

V.2.2.1. Separarea proteinelor extrase din drojdia de bere prin 1D-electroforeză 

 

 

Figura V.2. Separarea proteinelor extrase din supernatantul rezultat din suspensiile de drojdie       

(5 mg/mL) în apă și în soluție 2 mM 2,4-dinitrofenol (DNP) prin 1D-electroforeză 
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V.2.3. Acțiunea 2,4-dinitrofenolului asupra proteinelor totale din drojdia de 

bere 

 

 

 

Figura V.6. 2D-geluri realizate în duplicat pentru (A) proteinele extrase din drojdie 

netratată şi (B) proteinele extrase din drojdia tratată cu soluţie 2 mM 2,4-DNP 

 

 

Figura V.8. 2D-gelul obţinut pentru proteinele extrase din drojdia tratată cu 2,4-DNP, cu 

roşu fiind marcate spoturile care au fost identificate ca fiind modificate față de spoturile 

din 2D-gelul obținut pentru proteinele extrase din drojdia netratată 
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V.3. Transformarea zeinelor în organism caracterizată prin electroforeză 

 

 

Figura V.9. 1D-gelul obţinut pentru zeină ca atare, dar și pentru fragmentele rezultate în 

urma digestiei zeinei cu tripsină, pepsină sau în urma hidrolizei cu HCl 1 M 

 
 

V.4. Concluzii 

 

i. 2,4-dinitrofenolul prezintă o acțiune toxică asupra organismelor vii, lucru 

discutat pe larg în literatura de specialitate, dar și confirmat prin intermediul 

testelor de germinație realizate pe semințele de grâu tratate cu acest pesticid, 

comparativ cu semințele de grâu netratate; 

ii. 2,4-dinitrofenolul determină o creștere a numărului de semințe moarte în cazul 

testelor de germinație pe semințele tratate și chiar dacă a permis dezvoltarea 

plantulelor (în număr mai mic), toxicul a prezentat un efect inhibitor asupra 

dezvoltării plantulelor, acestea prezentând o masă și înălțime medie sub valorile 

corespunzătoare plantulelor dezvoltate din semințe netratate; 

iii. Printr-o abordare clasică din domeniul proteomicii, s-a studiat influența 2,4-

dinitrofenolului asupra distribuției proteinelor hidrosolubile și totale extrase din 

drojdia alimentară tratată cu 2,4-DNP versus drojdie netratată; 

iv. Din electroforeza unidimensională s-a observat că prin tratarea drojdiei cu 2,4-

dintrofenol, acest microorganism nu mai eliberează proteine în spațiul 

extracelular. S-a presupus că printr-un mecanism de protecție, celula se închide 

față de spațiul extracelular și este inhibat transportul de proteine din interior 

spre exterior; 
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v. Prin electroforeza bidimensională s-a pus în evidență faptul că sub acțiunea 2,4-

dinitrofenolului asupra Saccharomyces cerevisiae au loc o serie de modificări la 

nivelul expresiei proteinelor. În jur de 7 proteine au fost identificate ca fiind 

modificate în drojdia tratată cu DNP. Modificările observate la nivelul 

proteinelor pot fi rezultatul acțiunii toxice a DNP-ului asupra microorganism, 

sau unele proteine pot fi modificate ca rezultat al unui mecanism de apărare a 

organismului investigat; 

vi. În urma experimentelor de electroforeză unidimensională, din cauza lipsei 

proteinelor în supernatantul rezultat în urma tratamentului drojdiei cu soluție 2 

mM 2,4-DNP s-au formulat două ipoteze. Prima a fost că DNP-ul a determinat 

inhibarea producției de ATP și printr-o reacție în lanț, a biosintezei de proteine. 

A doua ipoteză a fost că DNP-ul a determinat o blocare a transportului de 

proteine din interiorul celulei spre exterior. Electroforeza bidimensională a 

proteinelor extrase din drojdie infirmă ipoteza blocării biosintezei de proteine, 

întrucât în 2D gel poate fi observată prezența unui număr mare de proteine 

extrase din drojdia tratată. Astfel, a fost confirmată ipoteza că sub acțiunea 

toxicului, ca mecanism de apărare celula se închide și blochează transportul 

bidirecțional dintre spațiul intra- și extracelular; 

vii. Din cauza concentrației mari de săruri din amestecul triptic rezultat din digestia 

enzimatică a spoturilor de interes din 2D-gelul corespunzător proteinelor 

extrase din drojdia tratată, nu au putut fi măsurate peptidele triptice și nu a fost 

posibilă identificarea proteinelor. Concentrația mare de săruri a determinat 

supresia semnalelor în măsurătorile spectrometrice de masă. Ca perspectivă, se 

va lucra la îmbunătățirea protocolului de digestie enzimatică; 

viii. Transformările pe care le suferă zeina odată ingerată în organism au fost 

vizualizate prin 1D-electroforeză. Sub acțiunea tripsinei a avut loc o digestie 

parțială a α-zeinei, și în gel a putut fi identificat un fragment triptic cu masa 

moleculară mai mică de 20 kDa; 

ix. Zeina a suferit o transformare completă sub acțiunea pepsinei, iar fragmentele 

enzimatice rezultate prezentau o masa moleculară foarte mică și din acest motiv 

nu au putut fi evidențiate în gel. Sub acțiunea HCl, zeina a suferit o hidroliză 

completă pînă la nivel de aminoacid. 
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I. Astfel, un aspect de interes urmărit în cadrul tezei de doctorat a fost interacțiunea 

proteinelor cu ioni metalici. Numeroase proteine joacă rol de enzimă în organism, care 

pentru funcționare necesită prezența altor biomolecule cu rol de cofactor. Din acest motiv, 

în primă instanță s-a studiat interacțiunea Coenzimei A, cu rol de cofactor obligator pentru 

circa 4% din enzime, cu ioni metalici precum Au
3+

 și Hg
2+

. Din studiul acestor interacțiuni 

prin spectrometrie de masă și tehnici complementare, s-au concluzionat următoarele: 

 Între molecula de CoA și ionii de Au
3+

 există o interacțiune în urma căreia se 

formează un compus coordinativ, a cărui existență a fost pusă în evidență prin 

apariția unui maxim de absorbție la 300 nm în spectrul UV-Vis al soluției ce 

conține atât CoA, cât și ioni de Au
3+

; 

 Legarea cu ionilor de Au
3+ 

de către molecula de CoA este realizată prin atomul de 

S- din gruparea tiolică, dar și prin atomul de N- din gruparea adenozinică din 

structura CoA, fapt confirmat din studiul comparativ al spectrului IR al 

complexului CoA-Au  față de spectrul IR al CoA necomplexate; 

 Prin adăugarea ionilor de Au
3+

 în mediul de dezvoltare a microorganismelor de 

Pichia Pastoris, s-a observat o scădere pînă 20 %  în dezvoltarea coloniilor. Prin 

adăugarea moleculei de CoA în același mediu de cultură, s-a observat o dezvoltare 

normală a coloniilor de microorganisme, datorită interacțiunii dintre CoA și Au
3+

 și 

prin urmare datorită scăderii biodisponibilității Au
3+

; 

 Studiile prin microscopia de forță atomică (AFM) indică o modificare a 

morfologiei de suprafață a moleculei de CoA în prezența ionilor de Au
3+

, ceea ce 

servește drept dovadă a formării unui complex CoA-Au; 

 Investigarea interacțiunii CoA cu ioni metalici de tipul Au
3+

 și Hg
2+

 prin 

spectrometrie de masă a evidențiat formarea unor complecși în ambele cazuri, cu o 

stoichiometrie de 1:1; 

 Prin spectrometria de masă s-a pus în evidență existența a doi compuși intermediari 

și anume un compus organo-metalic (intermediar) și a tiocoenzimei A, pe baza 

cărora a fost propus un mecanism de reacție. 

II. Un alt aspect de interes urmărit în cadrul lucrării de doctorat a fost studiul 

specificității anticorpilor anti 3-nitrotirozină, proteine ale sistemelui imunitar cu rol de 
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recunoaștere , în acest caz a altor proteine, modificate la nivelul aminoacidului tirozină 

prin nitrare. Pe parcursul acestui studiu au fost formulate următoarele concluzii: 

 Pentru a studia specificitatea anticorpilor anti 3-nitrotirozină, au fost sintetizate o 

serie de peptide model cu tirozina nemodificată sau cu aminoacidul tirozină ce 

prezenta în poziția 3 o grupare nitro sau hidroxi și anume peptidele model ECP 

(AMRAINNYRWR, AMRAINNY(OH)RWR, AMRAINNY(NO2)RWR) și 

peptidele model PCS (KDGKRLKNYSL, KDGKRLKNY(OH)SL, 

KDGKRLKNY(NO2)SL). Sinteza a fost realizată cu succes, lucru confirmat de 

spectrele de masă ale peptidelor sintetizate; 

 În cazul sintezei peptidelor model PCS cu tirozina modificată, nitrată sau 

hidroxilată, pe lîngă peptida dorită a fost obținută și o a doua peptidă, un produs 

deshidratat, rezultat din învecinarea aminoacizilor acid aspartic și glicină; 

 Deoarece nici o sinteză nu decurge cu un randament de 100%, peptidele sintetizate 

au fost purificate cu succes prin cromatografia lichidă de înaltă performanță, iar 

puritatea peptidelor a fost confirmată prin măsurători spectrometrice de masă; 

 În cazul spectrelor de masă ale peptidelor model ce conțineau în structura primară 

nitrotirozină, a fost observată prezența a trei semnale intense, primul corespunzător 

peptidei, iar celelalte două semnale au fost puse pe seama descompunerii 

fotochimice a grupării nitro în sursa de ionizare; 

 Prin experimentul dot-blot s-a pus în evidență că anticorpul monoclonal anti 3-

nitrotirozină (39B6) nu prezintă specificitate pentru peptidele modificate prin 

nitrare, deoarece a returnat un răspuns fals pozitiv chiar și pentru peptida ECP 

model cu tirozină nemodificată; 

 Anticorpul monoclonal anti 3-nitrotirozină (MAB5404) prezintă o specificitate 

pentru peptidele ce conțin tirozină modificată în structura primară. Anticorpul 

recunoaște atât peptidele cu tirozina modificată prin nitrare, însă a dat un răspuns 

pozitiv și pentru peptidele ce conțin hidroxitirozină; 

 Experimentele imunochimice de tip ELISA au confirmat că anticorpul monoclonal 

anti 3-nitrotirozină nu recunoaște peptidele ce conțin tirozină nemodificată în 

structura lor primară, însă prezintă specificitate pentru peptidele care în secvența sa 

prezintă tirozină modificată oxidativ; 

 Din experimentele cu biosenzor pe bază de undă acustică s-a observat că anticorpul 

monoclonal anti 3-nitrotirozină (MAB5404) prezintă afinitatea cea mai ridicată față 
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de peptida ECPn (ce conține tirozină nitrată), dar poate recunoaște și ECPh (ce 

conține tirozină hidroxilată); 

 Atât experimentele de tip ELISA, cât și cele cu biosenzor pe bază de undă acustică 

de suprafață sugerează că anticorpul anti 3-nitrotirozină studiat nu face diferență 

între peptidele ce conțin hidroxi-tirozină și nitro-tirozină, dând un răspuns pozitiv 

în ambele cazuri; 

 Anticorpul monoclonal anti 3-nitrotirozină (MAB5404) nu este specific, și cazurile 

de proteine care au fost identificate ca fiind cu tirozină nitrată prin experimente 

imunochimice în literatura de specialitate, ar putea fi de fapt și proteine în care 

aminoacidul tirozină a fost modificat prin hidroxilare; 

 Proteinele sunt macromolecule care în secvența lor prezintă mai multe resturi de 

tirozină ce ar putea fi modificate prin oxidare. Pentru ca reacția dintre speciile 

reactive de N sau O și tirozină să aibă loc, este necesar ca tirozina să fie accesibilă 

solventului; 

 Prin modelarea moleculară a proteinei LEI (SERPIN B1) s-a observat că resturile 

de Tyr 208 și 199 sunt cele mai expuse solventului și probabilitatea cea mai mare 

este că anume aceste resturi de tirozină vor fi modificate prin nitrare sau 

hidroxilare. 

III. Un ultim aspect urmărit în cadrul tezei de doctorat a constat în depistarea unor 

modificări la nivelul expresiei proteice din microorganismul Saccharomyces cerevisiae sub 

acțiunea unui toxic precum 2,4-dinitrofenolul. Proteinele identificate ca fiind modificate 

printr-o strategie clasică din domeniul proteomicii, și anume strategia de sus în jos, ar 

putea fi implicate fie în mecanismul de toxicitate a pesticidului, fie în mecanismul de 

apărare a organismului împotriva toxicului. Suplimentar, printr-o abordare clasică din 

domeniul proteomicii s-a simulat comportarea zeinelor (proteine utilizate în fabricarea 

unor sisteme de eliberare controlată a medicamentelor) odată ingerate în organism. Pe 

parcursul studiului, s-au formulat următoarele concluzii: 

 2,4-dinitrofenolul prezintă o acțiune toxică asupra organismelor vii, lucru discutat 

pe larg în literatura de specialitate, dar și confirmat prin intermediul testelor de 

germinație realizate pe semințele de grâu tratate cu acest pesticid, comparativ cu 

semințele de grâu netratate; 



Concluzii generale 

 
 

 Printr-o abordare clasică din domeniul proteomicii, s-a studiat influența 2,4-

dinitrofenolului asupra distribuției proteinelor hidrosolubile și totale extrase din 

drojdia alimentară tratată cu 2,4-DNP versus drojdie netratată; 

 Din electroforeza unidimensională s-a observat că prin tratarea drojdiei cu 2,4-

dintrofenol, acest microorganism nu mai eliberează proteine în spațiul extracelular. 

S-a presupus că printr-un mecanism de protecție, celula se închide față de spațiul 

extracelular și este inhibat transportul de proteine din interior spre exterior; 

 Prin electroforeza bidimensională s-a pus în evidență faptul că sub acțiunea 2,4-

dinitrofenolului asupra Saccharomyces cerevisiae au loc o serie de modificări la 

nivelul expresiei proteinelor. În jur de 7 proteine au fost identificate ca fiind 

modificate în drojdia tratată cu DNP. Modificările observate la nivelul proteinelor 

pot fi rezultatul acțiunii toxice a DNP-ului asupra microorganism, sau unele 

proteine pot fi modifcate ca rezultat al unui mecanism de apărare a organismului 

investigat; 

 În urma experimentelor de electroforeză unidimensională, din cauza lipsei 

proteinelor în supernatantul rezultat în urma tratamentului drojdiei cu soluție 2 mM 

2,4-DNP s-au formulat două ipoteze. Prima a fost că DNP-ul a determinat inhibarea 

producției de ATP și printr-o reacție în lanț, a biosintezei de proteine. A doua 

ipoteză a fost că DNP-ul a determinat o blocare a transportului de proteine din 

interiorul celulei spre exterior. Electroforeza bidimensională a proteinelor extrase 

din drojdie infirmă ipoteza blocării biosintezei de proteine, întrucât în 2D gel poate 

fi observată prezența unui număr mare de proteine extrase din drojdia tratată. 

Astfel, a fost confirmată ipoteza că sub acțiunea toxicului, ca mecanism de apărare 

celula se închide și blochează transportul bidirecțional dintre spațiul intra- și 

extracelular; 

 Transformările pe care le suferă zeina odată ingerată în organism au fost vizualizate 

prin 1D-electroforeză. Sub acțiunea tripsinei a avut loc o digestie parțială a α-

zeinei, și în gel a putut fi identificat un fragment triptic cu masa moleculară mai 

mică de 20 kDa; 

 Zeina a suferit o transformare completă sub acțiunea pepsinei, iar fragmentele 

enzimatice rezultate prezentau o masa moleculară foarte mică și din acest motiv nu 

au putut fi evidențiate în gel. Sub acțiunea HCl, zeina a suferit o hidroliză completă 

pînă la nivel de aminoacid.  
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