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Lucrarea cu titlul “Compusi biologic activi implicati in procese maladive:
caracterizare prin spectrometrie de masa si tehnici complementare” este insotitd de
241 indici bibliografici. Rezumatul prezinta intr-o forma succinta rezultatele cercetatorilor
personale, concluzii generale si o bibiliografie selectiva. Rezultatele experimentale fac
obiectul a 13 Tabele, 59 Figuri si 4 lucrari stiintifice publicate in reviste cu factor de

impact si alte 2 lucrari stiintifice in curs de publicare.
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Introducere

Introducere

Tot ceea ce ne inconjoard, 1n esentd, reprezintd un sistem care este fie mai simplu, fie
mai complex si este alcatuit dintr-o multitudine de compusi chimici, care la randul lor sunt
caracterizati de o compozitie elementala. Astfel, organismele vii reprezinta un ansamblu
complex alcatuit din numeroase molecule, fiecare dintre acestea avand un rol bine definit
pentru organismul viu. Lipsa unui compus din sistemul pe care il caracterizeaza poate avea
urmari grave pentru organism, acesta nefiind capabil fie sa se dezvolte sau sd se adapteze
la mediul inconjurdtor, fie chiar sa supravetuiascd. Existd numeroase exemple in literatura
de specialitate care vin sa confirme ca fiecare compus are un rol bine definit in organism si
asigurd dezvoltarea, viata si activitatea acestuia. Compusii biologic activi studiati in cadrul
acestei teze sunt proteinele. Din punct de vedere structural, proteinele sunt polimeri
biologici in care unitatea monomerica este reprezentatd de un aminoacid, iar din punct de
vedere functional, proteinele sunt bio-macromolecule ce indeplinesc o gama largd de
activitati esentiale pentru organism. Rolul proteinelor in organism variaza extrem de mult.

In general, proteinele sunt implicate in numeroase procese biologice, datorita
capacitatii lor de a cataliza un anumit tip de reactii si astfel de proteine sunt cunoscute de
asemenea drept enzime [2]. Numeroase proteine cu rol de enzima in organism nu isi pot
desfasura activitatea cataliticd decét in prezeta unor alte molecule cunoscute drept cofactor.
Un exemplu de moleculd biologica cu rol de cofactor, care este necesard pentru circa 4%
din enzimele din organism pentru a-si desfasura activitatea este Coenzima A. Alte proteine,
imunoglobulinele joaca un rol important in mentinerea starii de sanatate a organismului,
fiind o parte importanta a sistemului imunitar [3-5]. De asemenea, acesti biopolimeri sunt
implicati in transmiterea semnalelor de la celula la celula [6,7]. Numeroase proteine sunt
multifunctionale, indeplinind mai multe functii biologice simultan [8].

Modificérile post-translationale au loc in organism in conditii fiziologice normale si
sunt o parte importanta in formarea, localizarea si functionalitatea proteinelor. Unele
modificari structurale la nivelul proteinelor au loc sau sunt intensificate Tn procese
patofiziologice, majoritatea ca o amprenta a stresului oxidativ celular. Un exemplu in acest

sens 1l constituie proteinele identificate ca fiind modificate in sputa pacientilor astmatici si
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anume au fost depistate modificari ale proteinelor la nivelul aminoacidului tirozina prin
bromurare in pozitia orto (Br-Tyr) [10]. Bromurarea restului de tirozina din componenta
proteinelor, nu este singura si nici cea mai frecventd modificare ce are loc la nivelul acestui
aminoacid in conditii de stres oxidativ. 3-nitrotirozina (3-NT) din structura proteinelor
poate servi de asemenea drept amprenta moleculara pentru modificarile oxidative in
diferite conditii patologice.

Nitrarea tirozinei este o modificare post-translationald, ce are loc prin atasarea
grupdrii nitro in pozitia orto a aminoacidului tirozina si chiar daca are loc n organism si in
conditii fiziologice normale, acest proces este puternic intensificat cu varsta si in diverse
afectiuni [12-14]. Un alt exemplu al implicarii 3-NT Tn procese patofiziologice este
nitrarea ce poate avea loc la aminoacidul Tyr'® din peptida amiloida beta (Ap), peptida
implicatd in boala Alzheimer (AD) ce determina o accelerare a procesului de agregare. in
momentul de fatd, incd nu este bine inteles dacd nitrarea proteinelor le modificd functia
determinand dezvoltarea acceleratd a unei afectiuni sau este doar o consecinta a bolii [16].

Astfel, proteinele sunt implicate in toate procesele din organism, atat cele normale,
cat si cele patofiziologice. De asemenea, modificarile la nivelul structurii proteinelor pot fi
indicatori ai unei afectiuni sau chiar pot fi modul prin care se instaleaza conditiile
patofiziologice. Pe de altd parte, proteinele pot fi molecule cu actiune benefica asupra
organismului si sunt utilizate in scopuri terapeutice.

Datorita numeroaselor functii biologice pe care le indeplinesc proteinele, a implicarii
acestora in diverse conditii patologice, proteinele au devenit niste compusi de interes
deosebit pentru cercetdtorii din domeniul biochimiei si medicinei. Astfel, studiul
proteinelor a determinat dezvoltarea vertiginoasa a unui nou domeniu inter-disciplinar
precum proteomica. In literatura de specialitate, existi numeroase articole de interes in
domeniul proteomicei, iar aceastd stiintd a prezentat o evolutie remarcabila odatd cu
punerea la punct al spectrometriei de masd si combindrii acesteia cu alte tehnici
complementare. Proteomica presupune studiul si caracterizarea proteinelor din sisteme
biologice, dar si sinteza, purificarea si caracterizarea unor peptide model pentru a fi
utilizate ulterior in studii in vitro pentru o mai buna intelegere a anumitor procese.

Tn cadrul tezei de doctorat am studiat si caracterizat molecule cu importanti activitate
biologicd si anume proteinele, precum si interactiunea acestora cu alte specii chimice cum
ar fi ionii metalici. De asemenea, au fost studiate modificari ce pot avea loc la nivelul
proteinelor, modificdri cum ar fi nitrarea la nivelul aminoacidului tirozind. Acesta

modificare a proteinelor este intens studiatd de catre cercetatorii din domeniul biochimiei si
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a medicinei datoritd asocierii cu stresul oxidativ, Imbatrinirea si conditii patofiziologice
precum astm, alergii, infectii, etc. Deoarece proteinele sunt implicate Tn numeroase procese
in organism si joacd un rol bine definit in mecanismul defensiv, am cercetat modificarile ce
au loc la nivelul expresiei proteinelor in cadrul organismului model de Saccharomyces
cerevisiae sub actiunea unui toxic precum 2,4-dinitrofenolul. Tot in cadrul cercetarii
doctorale, am investigat zeinele (care sunt si ele o clasa de proteine) printr-0 abordare
clasicd din proteomicd si anume digestie enzimaticd urmatd de separarea peptidelor
rezultate prin electroforeza pentru a obtine o vizualizarea a transformarilor chimice pe care
le suferd zeinele odata ce sunt ingerate. Interesul fatd de acest compus proteic s-a datorat
aplicabilitétii practice pe care o prezintd, fiind utilizat in fabricarea medicamentelor cu un
comportament retard.

Astfel, principalele obiective urmarite in cadrul tezei de doctorat au fost urmatoarele:

e Caracterizarea interactiunei dintre molecula de Coenzima A (cofactor necesar in
activitatea enzimatica a unor proteine) cu ioni metalici precum Au* si Hg2+ prin
spectrometrie de masa si tehnici complementare precum spectroscopia UV-Vis, IR,
microscopia de fortd atomica si teste de toxicitate;

e Sinteza in faza solidd a unor peptide sintetice model ce contin aminoacidul tirozina
nemodificat, hidroxilat sau nitrat pentru a fi utilizate in studiul specificitatii unor
anticorpi anti 3-nitrotirozina;

e Purificarea peptidelor sintetice prin cromatografia lichida de inalta performanta si
caracterizarea acestora prin spectrometrie de masa;

e Studiul specificitatii anticorpilor anti 3-nitrotirozind prin determinarea afinitatii
acestora fata de peptidele model prin Dot-blot, ELISA si cu ajutorul unui biosenzor
pe baza de unda acustica de suprafata;

e Studiul toxicitatii pesticidului 2,4-dinitrofenol asupra unor sisteme biologice
precum plantele si drojdie. Observarea modificarilor induse de pesticid la nivelul
proteinelor extrase din drojdie;

e Studiul comportamentului unor proteine precum sunt zeinele (utilizate in fabricarea
sistemelor de eliberarea controlata a medicamentelor) sub actiunea unor enzime
precum tripsina, pepsina sau sub actiunea HCI, care ar oferi o previzualizare a

transformarilor pe care le sufera aceasta proteina odata ingerata.



I11. Interactiunea Coenzimei A cu ioni metalici de tipul Au3+§i Hg®*

Capitolul I11. Interactiunea Coenzimei A cu ioni metalici de tipul Au®" si Hg®*

Rezultate obtinute:
111.1. Interactiunea Coenzimei A cu ioni de Au®*

I11.1.1. Caracterizarea sistemului CoA-Au prin spectrofotometria UV-Vis
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Figura 111.1. Spectrul UV-Vis al CoA (57 uM) si al CoA in prezenta a 1,8 si a 4,6
echivalenti de Au (I1l) in tampon borat, pH 10. Insertie: Spectru diferentiat la diferite
rapoarte molare CoA:Au (Concentratia CoA de 250 uM)

I11.1.2. Caracterizarea sistemului CoA-Au prin spectroscopia de infrarosu
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0.12
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Figura I11.3. Spectrul FT-IR al CoA (linie intrerupta), al AuCI3 (linie punctata) si al
complexului (linie continua) in domeniul de numar de unda 400 — 900 cm; Insertie.

Spectrul derivatei de ordinul 11
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111.1.3. Studii de toxicitate pe microorganisme de Pichia Pastoris
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Figura 111.5. Actiunea Au(Ill) asupra celulelor de Pichia Pastoris (SMD1168H) in
prezenta si in lipsa CoA (Concentratia CoA 0,5 mM si 1, 3, 5 echivalenti de Au(Ill))

111.1.5. Caracterizarea sistemului CoA-Au prin spectrometria de masi
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Figura 111.11. Spectrul de masa al amestecului echimolar CoA:Au (I1l). (4) Spectrul
de masa in domeniul m/z 700 — 1200; (B) Spectrul de masa detaliat in domeniul m/z 950 —
980 si (C) Spectrul de masa simulat in domeniul m/z 950 — 980
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I11.2. Interactiunea Coenzimei A cu ioni de Hg"*

111.2.1. Caracterizarea sistemului CoA-Hg prin spectrometria de masi
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Figura 111.12. Spectrul de masa (inregistrat in mod pozitiv) pentru sistemul CoA:Hg. (4)
Spectrul de masa in domeniul m/z 700 — 1200; (B) Spectrul de masa detaliat in domeniul

m/z 955 — 980 si (C) Spectrul de masa simulat in domeniul m/z 955 — 980
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Figura 111.13. Mecanismul de formare a CoA-S-Hg-Cl si a tiocoenzimei A. (4)
Conversia CoA in compus organometalic si (B) conversia derivatului organometalic la

tiocoenzima A
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111.3. Concluzii

Biomolecula de Coenzima A a fost caracterizatd cu succes printr-0 varietate de
tehnici analitice, precum spectroscopia UV-Vis si IR, prin microscopia de forta
atomica dar si prin spectrometrie de masa;

Datoritd gruparii functionale tiolice, molecula de CoA prezintd o afinitate
ridicatd fatd de ionii de Au®*, lucru care a determinat formarea unui complex
CoA-Au care a fost pus in evidentd prin studii spectroscopice UV-Vis.
Formarea complexului a fost justificatd prin aparitia unui nou maxim de
absobtie 1n jurul lungimii de unda A = 300 nm in spectrul UV-Vis al sistemului
CoA:Au;

Prin Tnregistrarea spectrului IR al complexului CoA-Au si prin compararea
acestuia cu spectrul IR al CoA, s-a observat cd nu doar gruparea tiolicd este
implicatd in procesul de coordinare, dar si gruparea aminicd din structura
adenozinica;

Prin studiile de toxicitate, s-a demonstrat ca prezenta ionilor de Au®* In mediul
de dezvoltare a microorganismelor de Pichia Pastoris, determina o scadere pina
20 % 1in dezvoltarea coloniilor. Prin adaugarea moleculei de CoA, alaturi de
ionii de Au®* in mediul de dezvoltare a microorganismelor, se observa o scadere
a efectului inhibitor al aurului, lucru ce poate servi drept dovada pentru
formarea unui complex CoA-Au, datorita scaderii concentratiei de aur liber din
Imaginile topografice obtinute prin microscopia de fortd atomicd indica
formarea unui complex CoA-Au, datoritda modificarii morfologiei de suprafata a
compusului final fatd de compusii de plecare;

Investigarea interactiunii CoA cu ioni metalici de tipul Au® si Hg2+ prin
spectrometrie de masa a evidentiat formarea unor complecsi in ambele cazuri,
cu o stoichiometrie de 1:1;

Prin analiza mai atentd a spectrelor de masd obtinute pentru sistemele
investigate, s-a observat aparitia in sistem a doua specii moleculare noi si
anume un compus organo-metalic (intermediar) si a tiocoenzimei A. Pe baza
analizei datelor obtinute s-a propus un mecanism de reactie prin care se obtine

cel de-al doilea compus.
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Capitol 1V. Caracterizarea unor interactiuni de tipul antigen - anticorp

Rezultate obtinute:

IV.1. Purificarea si caracterizarea peptidelor ECP AMRAINNYRWR?® si PCS
“?KDGKRLKNYSL*?

Tabel 1V.1. Structura primara si masa moleculara a peptidelor ECP sintetizate

Nr. Peptida Secventa de aminoacizi ~ Masa moleculara
1 ECP AMRAINNYRWR 1449,75
2 ECP(OH) AMRAINNY(OH)RWR  1466,74
3 ECP(NO,) AMRAINNY(NO,)RWR  1495,73
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Figura IV.6. Spectrul de masd ESI-MS al peptidei ?AMRAINNY (NO2)RWR™ sintetizate

tg =-29,66 min
300 +

Intensitate, mAU
[ b [} [
=) h S h
= =] S =

th
(=]

ol

10 15 20 25 30 35 40 45 50
timp, min

<

Figura IV.7. Cromatograma de purificare a peptidei 2AMRAINNY(NO2)RWR*



1V. Caracterizarea unor interactiuni de tipul antigen - anticorp

ECPNn25-364H]
1500 1479.659
1495.703
1250
1000
3
£
g 750
2 1463.657
s
E
500
250
1339918
[ |
1 " | 1 L "
0
1000 1500 2000 2500 M/2

Figura IV.8. Spectrul de masd MALDI-TOF MS al peptidei 2AMRAINNY (NO2)RWR®,

puritate >95%

Tabel 1V.3. Structura primara si masa moleculara a peptidelor PCS sintetizate

Nr. Peptida Secventa de aminoacizi ~ Masa moleculara
1 PCS KDGKRLKNYSL 1320,75
2 PCS(OH) KDGKRLKNY(OH)SL 1336,75
3 PCS(NO,) KDGKRLKNY(NO,)SL 1365,74
) [PCSn+4H]*
1251 342.384
1.004
g 0.751 [PCSn+3H]*
g 456.180
g 0.50
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Figura IV.16. Spectrul de masd ESI-MS al peptidei “?KDGKRLKNY (NO,)SL**?
sintetizate
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Figura I1V.18. Spectrul de masd MALDI-TOF MS al peptidei “?KDGKRLKNY(NO,)SL**2
pure
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1V.2. Afinitatea anticorpului anti 3-nitrotirozind fata de peptide sintetice model cu

tirozina nemodificatd, nitratda sau hidroxilatd

IVV.2.1. Specificitatea anticorpilor anti 3-nitrotirozina vizualizata prin dot-blot

1 3 4 5

2
A ® o o e

B ® ® @ e O

Figura 1V.24. Rezultatele experimentului dot-blot. Membrana de nitroceluloza (A) a fost

tratatd cu anticorpul monoclonal anti-nitrotirozind de la Chemicon International (mAb1),

iar membrana (B) — cu cel achizitionat de la Santa Cruz (MAb2). Prima peptida este ECP
cu tirozina nemodificata, pozitia 2 si 3 corespunde peptidelor ECP cu tirozina nitrata,

respectiv hidroxilata, iar pozitia 4 si 5 coreSpunde peptidei model LEI cu tirozina oxidata
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IVV.2.2. Specificitatea anticorpului anti 3-nitrotirozina studiata prin ELISA
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Figura 1V.26. Determinarea ELISA a legarii anticorpului mAbl de peptidele PCS model

ce contin tirozina nemodificatd, hidroxilata sau nitrata

I1VV.2.3. Specificitatea anticorpului anti 3-nitrotirozina studiati cu un biosenzor
pe baza de unda acustica de suprafata
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Figura 1V.28. Modificarile in timp ale proprietatile undei acustice ca rezultat al
interactiunei (A) peptidei ECP, (B) peptidei ECPn, (C) peptidei ECPh si (D) peptidei LEI

cu hidroxitirozina cu anticorpul anti 3-nitrotirozina
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Tabel 1V.6. Constantele Kd determinate pentru peptidele sintetice model

Ligand - Peptida Anticorp anti 3-nitrotirozina
m/z Abl Ab2
Nr. Secventa peptidei . 5
[M+H]" Dot-blot Ky (10™) M Dot-blot
1. AMRAINNYRWR 1450,95 - - +
2. AMRAINNY(NO;)RWR 149573 + 5,33 +
3. AMRAINNY (OH)RWR 1466,97 + 5,65 +
4. FKLEESY(OH)TLNSDLAR 1801,93 + 5,39 +

IV.3. Modelarea moleculard in studiul modificarilor oxidative la aminoacidul tirozind
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Figura I1V.30. Pozitia resturilor de tirozina in proteina LEI si suprafetele expuse ale

restururilor Tyr206, Tyr208, Tyr199 (stanga) si Tyr282 (dreapta)

IV.4. Concluzii
I. Sinteza peptidelor model ECP (AMRAINNYRWR, AMRAINNY(OH)RWR,
AMRAINNY (NO2)RWR) si PCS (KDGKRLKNYSL, KDGKRLKNY (OH)SL,
KDGKRLKNY(NO,)SL) a fost realizata cu succes, iar masuratorile
spectrometrice de masa au confirmat identitatea peptidelor sintetizate,
ii. In cazul sintezei peptidelor model PCS cu tirozina modificatd, nitrati sau

hidroxilata, pe 1inga peptida dorita a fost obtinuta si o a doua peptida, un produs
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Vi.

Vii.

viii.

deshidratat, rezultat din invecinarea aminoacizilor acid aspartic si glicina.
Gruparea carboxilica din lantul lateral al aminoacidului acid aspartic sufera un
atac din partea Na din aminoacidul aldturat si reactia este favorizata in mediu
alcalin;

Peptidele sintetizate au fost purificate cu succes prin cromatografia lichida,
puritatea peptidelor fiind confirmata prin masuratori spectrometrice de masa;

In cromatogramele obtinute in purificarea peptidelor PCS model, picul principal
prezenta un umar datorat formarii produsului deshidratat si rezolutia dintre cele
doua picuri era mai micé de 1, din cauza proprietatilor fizico-chimice similare a
celor doi produsi;

In cazul peptidelor model ce contineau in structura primard nitrotirozina, in
spectrele de masa MALDI-TOF au fost observate trei semnale intense, primul
corespunzator peptidei, iar celelalte doud determinate de descompunerea
fotochimica a gruparii nitro;

Din experimentele dot-blot s-a observat ca anticorpul monoclonal anti 3-
nitrotirozind (39B6) nu prezintd specificitate pentru peptidele ce contin resturi
de tirozind oxidata, acesta dand un raspuns fals pozitiv chiar si pentru peptida
ECP model cu tirozina nemodificata;

Anticorpul monoclonal anti 3-nitrotirozind (MAB5404) prezinta o specificitate
pentru peptidele ce contin tirozind modificatd in structura primard. Acest
anticorp nu a recunoscut peptida ECP. Anticorpul recunoaste atat peptidele cu
tirozina modificata prin nitrare, insa a dat un raspuns pozitiv si pentru peptidele
ce contin hidroxitirozina;

Din experimentele imunochimice de tip ELISA poate fi observat ca anticorpul
monoclonal anti 3-nitrotirozind nu recunoaste peptidele ce contin tirozina
nemodificata in structura lor primara, insa prezinta specificitate pentru peptidele
care 1n secventa lor prezintd tirozind modificata oxidativ;

Din experimentele cu biosenzor pe baza de unda acustica s-a observat ca
anticorpul monoclonal anti 3-nitrotirozina (MAB5404) prezinta afinitatea cea
mai ridicatd fatd de peptida ECPn (ce contine tirozind nitratd), dar poate
recunoaste si ECPh (ce contine tirozind hidroxilata);

Atat experimentele de tip ELISA, cat si cele cu biosenzor pe baza de unda

acustica de suprafatd sugereaza ca anticorpul anti 3-nitrotirozind studiat nu face
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diferentd intre peptidele ce contin hidroxi-tirozind si nitro-tirozind, dand un
raspuns pozitiv in ambele cazuri;

Anticorpul monoclonal anti 3-nitrotirozina (MAB5404) nu este specific, si
cazurile de proteine care au fost identificate ca fiind cu tirozind nitratd prin
experimente imunochimice in literatura de specialitate, ar putea fi de fapt si
proteine Tn care aminoacidul tirozina a fost modificat prin hidroxilare;
Proteinele sunt macromolecule care in secventa lor prezintd mai multe resturi de
tirozind ce ar putea fi modificate prin oxidare. Pentru ca reactia dintre speciile
reactive de N sau O si tirozind sa aiba loc, este necesar ca tirozina sa fie
accesibila solventului;

Prin modelarea moleculara a proteinei LEI (SERPIN B1) s-a observat ca
resturile de Tyr 208 si 199 sunt cele mai expuse solventului si probabilitatea cea
mai mare este ca anume aceste resturi de tirozina 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 obtinute:

V.2.1. Determinarea concentratiei totale a proteinelor
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Figura V.1. Reprezentarea grafica a curbei de calibrare

V.2.2. Actiunea 2,4-dinitrofenolului asupra proteinelor hidrosolubile din drojdia
de bere

V.2.2.1. Separarea proteinelor extrase din drojdia de bere prin 1D-electroforeza
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Figura V.2. Separarea proteinelor extrase din supernatantul rezultat din suspensiile de drojdie

(5 mg/mlL) in apa si in solutie 2 mM 2,4-dinitrofenol (DNP) prin 1D-electroforeza
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V.2.3. Actiunea 2.,4-dinitrofenolului asupra proteinelor totale din drojdia de
bere

/ - ———— Y
W\""&
_ ,
\9_" .Nm‘ e »
2 : ) AT
= L
- ' /.‘ :
A B
pl 3 10 pl 3 10
P
.- e re
A LNT ; e W‘o'
| \ . 1" e
= | e
g b T ..-“.‘ pbie
LTS e N
% . . e . ‘ortde
s NS e
; i :
.
Y : e
; of
A : B .
pL3a ’ - 1w00p 3 10

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

netratata si (B) proteinele extrase din drojdia tratata cu solutie 2 mM 2,4-DNP

@
6 B @ bbb
= ~.. Mo . ..e
2 hee
h .
£ .
pl3 B 10

Figura V.8. 2D-gelul obtinut pentru proteinele extrase din drojdia tratata cu 2,4-DNP, cu
rosu fiind marcate spoturile care au fost identificate ca fiind modificate fata de spoturile

din 2D-gelul obtinut pentru proteinele extrase din drojdia netratatd
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V.3. Transformarea zeinelor in organism caracterizatd prin electroforezd
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Figura V.9. 1D-gelul obtinut pentru zeind ca atare, dar si pentru fragmentele rezultate in

urma digestiei zeinei cu tripsina, pepsind sau in urma hidrolizei cu HCI 1 M

V.4. Concluzii

2,4-dinitrofenolul prezintd o actiune toxica asupra organismelor vii, lucru
discutat pe larg in literatura de specialitate, dar si confirmat prin intermediul
testelor de germinatie realizate pe semintele de grau tratate cu acest pesticid,
comparativ cu semintele de grau netratate;

2,4-dinitrofenolul determind o crestere a numarului de seminte moarte in cazul
testelor de germinatie pe semintele tratate si chiar daca a permis dezvoltarea
plantulelor (in numar mai mic), toxicul a prezentat un efect inhibitor asupra
dezvoltarii plantulelor, acestea prezentand o masa si indltime medie sub valorile
corespunzatoare plantulelor dezvoltate din seminte netratate;

Printr-o abordare clasica din domeniul proteomicii, s-a studiat influenta 2,4-
dinitrofenolului asupra distributiei proteinelor hidrosolubile si totale extrase din
drojdia alimentara tratata cu 2,4-DNP versus drojdie netratata;

Din electroforeza unidimensionala s-a observat ca prin tratarea drojdiei cu 2,4-
dintrofenol, acest microorganism nu mai elibereaza proteine in spatiul
extracelular. S-a presupus ca printr-un mecanism de protectie, celula se inchide
fata de spatiul extracelular si este inhibat transportul de proteine din interior

spre exterior;
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Prin electroforeza bidimensionala s-a pus in evidenta faptul ca sub actiunea 2,4-
dinitrofenolului asupra Saccharomyces cerevisiae au loc o serie de modificari la
nivelul expresiei proteinelor. Tn jur de 7 proteine au fost identificate ca fiind
modificate in drojdia tratatd cu DNP. Modificarile observate la nivelul
proteinelor pot fi rezultatul actiunii toxice a DNP-ului asupra microorganism,
sau unele proteine pot fi modificate ca rezultat al unui mecanism de aparare a
organismului investigat;

In urma experimentelor de electroforeza unidimensionald, din cauza lipsei
proteinelor in supernatantul rezultat in urma tratamentului drojdiei cu solutie 2
mM 2,4-DNP s-au formulat doua ipoteze. Prima a fost ca DNP-ul a determinat
inhibarea productiei de ATP si printr-o reactie in lant, a biosintezei de proteine.
A doua ipoteza a fost ca DNP-ul a determinat o blocare a transportului de
proteine din interiorul celulei spre exterior. Electroforeza bidimensionald a
proteinelor extrase din drojdie infirmd ipoteza blocarii biosintezei de proteine,
intrucat in 2D gel poate fi observatd prezenta unui numar mare de proteine
extrase din drojdia tratatd. Astfel, a fost confirmata ipoteza ca sub actiunea
toxicului, ca mecanism de aparare celula se inchide si blocheaza transportul
bidirectional dintre spatiul intra- si extracelular;

Din cauza concentratiei mari de saruri din amestecul triptic rezultat din digestia
enzimatica a spoturilor de interes din 2D-gelul corespunzator proteinelor
extrase din drojdia tratatd, nu au putut fi masurate peptidele triptice si nu a fost
posibila identificarea proteinelor. Concentratia mare de saruri a determinat
supresia semnalelor in masurdtorile spectrometrice de masd. Ca perspectiva, se
va lucra la imbunatatirea protocolului de digestie enzimatica;

Transformarile pe care le sufera zeina odatd ingeratd n organism au fost
vizualizate prin 1D-electroforeza. Sub actiunea tripsinei a avut loc o digestie
partiald a a-zeinei, si in gel a putut fi identificat un fragment triptic cu masa
moleculara mai mica de 20 kDa;

Zeina a suferit o transformare completa sub actiunea pepsinei, iar fragmentele
enzimatice rezultate prezentau o masa moleculara foarte mica si din acest motiv
nu au putut fi evidentiate in gel. Sub actiunea HCI, zeina a suferit o hidroliza

completa pind la nivel de aminoacid.
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I. Astfel, un aspect de interes urmadrit in cadrul tezei de doctorat a fost interactiunea
proteinelor cu ioni metalici. Numeroase proteine joaca rol de enzima in organism, care
pentru functionare necesitd prezenta altor biomolecule cu rol de cofactor. Din acest motiv,
in prima instantd s-a studiat interactiunea Coenzimei A, cu rol de cofactor obligator pentru
circa 4% din enzime, cu ioni metalici precum Au®* si Hg?*. Din studiul acestor interactiuni
prin spectrometrie de masa si tehnici complementare, s-au concluzionat urmatoarele:

o Intre molecula de CoA si ionii de Au®* exista o interaCtiune in urma careia se
formeaza un compus coordinativ, a cdrui existentd a fost pusd in evidentd prin
aparitia unui maxim de absorbtie la 300 nm in spectrul UV-Vis al solutiei ce
contine atat CoA, cét si ioni de Au®";

e Legarea cu ionilor de Au** de citre molecula de CoA este realizati prin atomul de
S- din gruparea tiolica, dar si prin atomul de N- din gruparea adenozinica din
structura CoA, fapt confirmat din studiul comparativ al spectrului IR al
complexului CoA-Au fata de spectrul IR al CoA necomplexate;

e Prin adaugarea ionilor de Au®** in mediul de dezvoltare a microorganismelor de
Pichia Pastoris, s-a observat o scadere pind 20 % 1in dezvoltarea coloniilor. Prin
adaugarea moleculei de CoA 1in acelasi mediu de cultura, s-a observat o dezvoltare
normala a coloniilor de microorganisme, datorita interactiunii dintre CoA si Au® sl

e Studiile prin microscopia de fortd atomicd (AFM) indicd o modificare a
morfologiei de suprafatd a moleculei de CoA in prezenta ionilor de Au®*, ceea ce
serveste drept dovada a formarii unui complex CoA-Au;

e Investigarea interactiunii CoA cu ioni metalici de tipul Au® si Hg2+ prin
spectrometrie de masa a evidentiat formarea unor complecsi in ambele cazuri, cu o
stoichiometrie de 1:1;

e Prin spectrometria de masa s-a pus in evidenta existenta a doi compusi intermediari
si anume un compus organo-metalic (intermediar) si a tiocoenzimei A, pe baza

carora a fost propus un mecanism de reactie.

Il. Un alt aspect de interes urmadrit in cadrul lucrarii de doctorat a fost studiul

specificitatii anticorpilor anti 3-nitrotirozind, proteine ale sistemelui imunitar cu rol de
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recunoastere , in acest caz a altor proteine, modificate la nivelul aminoacidului tirozina

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

Pentru a studia specificitatea anticorpilor anti 3-nitrotirozina, au fost sintetizate o
serie de peptide model cu tirozina nemodificatd sau cu aminoacidul tirozina ce
prezenta in pozitia 3 o grupare nitro sau hidroxi si anume peptidele model ECP
(AMRAINNYRWR, AMRAINNY(OH)RWR, AMRAINNY(NO2)RWR) si
peptidele model PCS (KDGKRLKNYSL, KDGKRLKNY(OH)SL,
KDGKRLKNY(NO)SL). Sinteza a fost realizata cu succes, lucru confirmat de
spectrele de masa ale peptidelor sintetizate;

In cazul sintezei peptidelor model PCS cu tirozina modificatd, nitrati sau
hidroxilatd, pe 1inga peptida dorita a fost obtinuta si o a doua peptidd, un produs
deshidratat, rezultat din invecinarea aminoacizilor acid aspartic si glicina;

Deoarece nici o sinteza nu decurge cu un randament de 100%, peptidele sintetizate
au fost purificate cu succes prin cromatografia lichida de inalta performanta, iar
puritatea peptidelor a fost confirmata prin masuratori spectrometrice de masa;

In cazul spectrelor de masi ale peptidelor model ce contineau in structura primara
nitrotirozina, a fost observata prezenta a trei semnale intense, primul corespunzator
peptidei, iar celelalte doua semnale au fost puse pe seama descompunerii
fotochimice a gruparii nitro in sursa de ionizare;

Prin experimentul dot-blot s-a pus in evidenta ca anticorpul monoclonal anti 3-
nitrotirozind (39B6) nu prezinta specificitate pentru peptidele modificate prin
nitrare, deoarece a returnat un raspuns fals pozitiv chiar si pentru peptida ECP
model cu tirozind nemodificata;

Anticorpul monoclonal anti 3-nitrotirozina (MAB5404) prezinta o specificitate
pentru peptidele ce contin tirozind modificatd in structura primard. Anticorpul
recunoaste atat peptidele cu tirozina modificata prin nitrare, Insd a dat un raspuns
pozitiv si pentru peptidele ce contin hidroxitirozina;

Experimentele imunochimice de tip ELISA au confirmat ca anticorpul monoclonal
anti 3-nitrotirozind nu recunoaste peptidele ce contin tirozind nemodificata in
structura lor primard, insd prezinta specificitate pentru peptidele care n secventa sa
prezintd tirozind modificata oxidativ;

Din experimentele cu biosenzor pe baza de unda acustica s-a observat ca anticorpul

monoclonal anti 3-nitrotirozina (MAB5404) prezinta afinitatea cea mai ridicata fata
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de peptida ECPn (ce contine tirozind nitratd), dar poate recunoaste si ECPh (ce
contine tirozina hidroxilata);

Atat experimentele de tip ELISA, cét si cele cu biosenzor pe baza de unda acustica
de suprafatd sugereaza ca anticorpul anti 3-nitrotirozind studiat nu face diferenta
intre peptidele ce contin hidroxi-tirozina si nitro-tirozina, dand un raspuns pozitiv
in ambele cazuri;

Anticorpul monoclonal anti 3-nitrotirozina (MAB5404) nu este specific, si cazurile
de proteine care au fost identificate ca fiind cu tirozind nitratd prin experimente
imunochimice in literatura de specialitate, ar putea fi de fapt si proteine in care
aminoacidul tirozina a fost modificat prin hidroxilare;

Proteinele sunt macromolecule care in secventa lor prezintd mai multe resturi de
tirozind ce ar putea fi modificate prin oxidare. Pentru ca reactia dintre speciile
reactive de N sau O si tirozind sd aiba loc, este necesar ca tirozina sa fie accesibila
solventului;

Prin modelarea moleculara a proteinei LEI (SERPIN B1) s-a observat ca resturile
de Tyr 208 si 199 sunt cele mai expuse solventului si probabilitatea cea mai mare
este ca anume aceste resturi de tirozind vor fi modificate prin nitrare sau

hidroxilare.

III. Un ultim aspect urmarit in cadrul tezei de doctorat a constat in depistarea unor

modificari la nivelul expresiei proteice din microorganismul Saccharomyces cerevisiae sub

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

printr-o strategie clasicd din domeniul proteomicii, si anume strategia de sus in jos, ar

putea fi implicate fie in mecanismul de toxicitate a pesticidului, fie Th mecanismul de

aparare a organismului impotriva toxicului. Suplimentar, printr-0 abordare clasica din

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

unor sisteme de eliberare controlatd a medicamentelor) odatad ingerate in organism. Pe

parcursul studiului, s-au formulat urmatoarele concluzii:

2,4-dinitrofenolul prezintd o actiune toxicad asupra organismelor vii, lucru discutat
pe larg in literatura de specialitate, dar si confirmat prin intermediul testelor de
germinatie realizate pe semintele de grau tratate cu acest pesticid, comparativ cu

semintele de grau netratate;
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Printr-o abordare clasicd din domeniul proteomicii, s-a studiat influenta 2,4-
dinitrofenolului asupra distributiei proteinelor hidrosolubile si totale extrase din
drojdia alimentara tratata cu 2,4-DNP versus drojdie netratata;

Din electroforeza unidimensionald s-a observat ca prin tratarea drojdiei cu 2,4-
dintrofenol, acest microorganism nu mai elibereaza proteine in spatiul extracelular.
S-a presupus ca printr-un mecanism de protectie, celula se Inchide fatd de spatiul
extracelular si este inhibat transportul de proteine din interior spre exterior;

Prin electroforeza bidimensionald s-a pus In evidentd faptul ca sub actiunea 2.4-
dinitrofenolului asupra Saccharomyces cerevisiae au loc o serie de modificari la
nivelul expresiei proteinelor. Tn jur de 7 proteine au fost identificate ca fiind
modificate in drojdia tratatd cu DNP. Modificérile observate la nivelul proteinelor
pot fi rezultatul actiunii toxice a DNP-ului asupra microorganism, sau unele
proteine pot fi modifcate ca rezultat al unui mecanism de aparare a organismului
investigat;

In urma experimentelor de electroforeza unidimensionald, din cauza lipsei
proteinelor in supernatantul rezultat in urma tratamentului drojdiei cu solutie 2 mM
2,4-DNP s-au formulat doua ipoteze. Prima a fost ca DNP-ul a determinat inhibarea
productiei de ATP si printr-o reactie in lant, a biosintezei de proteine. A doua
ipoteza a fost ca DNP-ul a determinat o blocare a transportului de proteine din
interiorul celulei spre exterior. Electroforeza bidimensionald a proteinelor extrase
din drojdie infirma ipoteza blocarii biosintezei de proteine, intrucat in 2D gel poate
fi observata prezenta unui numdr mare de proteine extrase din drojdia tratata.
Astfel, a fost confirmata ipoteza ca sub actiunea toxicului, ca mecanism de aparare
celula se inchide si blocheazd transportul bidirectional dintre spatiul intra- si
extracelular;

Transformarile pe care le sufera zeina odata ingerata in organism au fost vizualizate
prin 1D-electroforeza. Sub actiunea tripsinei a avut loc o digestie partiald a o-
zeinei, si in gel a putut fi identificat un fragment triptic cu masa moleculard mai
mica de 20 kDa;

Zeina a suferit o transformare completa sub actiunea pepsinei, iar fragmentele
enzimatice rezultate prezentau o masa moleculara foarte mica si din acest motiv nu
au putut fi evidentiate n gel. Sub actiunea HCl, zeina a suferit o hidroliza completa

pina la nivel de aminoacid.
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