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Cuprins

. Caracterizarea speciei Arthrobacter
nicotinovorans;

. Nicotin-dehidrogenaza (NDH) - structura
si functie;

. Materiale si metode;

. Rezultate si discutii.



Arthrobacter nicotinovorans si pAO1
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Celula gazda A. nicotinovorans Megaplasmldul pAO1

M. R. Keddie, M. D. Collins, D. J. (1942). Igloi, G. L.j & iBrandsch, R. (2003).
Genus Arhtrobacter. In Bergey’s Manual of _ Journal of Bacteriology, 185(6), 1976-86

Systematic Bacteriology 2nd edition. _

Capacitatea de a degrada nicotina



Ce urmeaza?

» Degradarea nicotinei ‘metaboliti
Ex: 6-hidroxinicotina (6HNic):

“*Produsa 1n urma actiunii enzimei trimere NDH;

ATn dhph

1S1473
BCCK XK XK K1 Dhbhaw D <K KXKKIm

mobA ORF ORF ORF amd ORF pkc ORF kdhL ponh ORF TRu TRd kdhMS ORF 6hino ndhLSM
377 363 297 235 106 116 196

< Efecte asupra SNC similare, dar mai puternice decat
ale nicotinei.

M. Mihasan et al., In-silico identification of 6-hydroxy-L-nicotine as a novel neuroprotective drug, Rom.
Biotechnol. Lett., Vol. 18, No. 3, Pag. 8333-8340;

Hritcu et al. 2013, 6-hydroxy-L-nicotine from Arthrobacter nicotinovorans sustain spatial memory formation by
decreasing brain oxidative stress in rats, J Physiol Biochem (2013) 69:25-34



Materiale si metode

. Tulpini utilizate: A. nicotinovorans pAO1+,

Escherichia coli XL1 Blue (Stratagene);

. Amplificarea ADN-ului prin metoda PCR;
. Separarea electroforetica a fragmentelor de ADN in

gel de agaroza (0,75%, in tampon TAE);

. Metoda miniprep de izolare si purificare a ADN-ului
plasmidial: ZR Plasmid Miniprep-Classic;

. lzolarea ADN-ului din gelul de agaroza: Zymo Clean
Gel DNA Recovery Kit;

. Clivarea ADN-ului cu enzime de restrictie: BamHl,
Xbal, Bcll, Apall;

Ligarea si transformarea: Fast Link DNA Ligation Kit,
tratament chimic CaCl,;

. Clonare directionata.



Rezultate si discutii

Clonare directionata Vectorul de clonare pART2

8922 SANDU ET AL.

1. Stabilirea secventei primerilor si AnIL189
sinteza lor;

2. lzolarea genei prin PCR, utilizand
drept matrita celule de Arthrobacter EeoRI4222
nicotinovorans pAOT;

3. Digestia fragmentului si vectorului "Co(,".iloo
cu enzimele de restrictie alese;

4. Ligarea fragmentului in vector;

Transformarea celulelor competente

o '\\{?\_ColEl
\\ orl

PART2

4634 bp

uell Nealiies

1547

Ul

. HindIITI 2902 2?’3'/j//
de E. coli; i ~ Kan"
6. Selectarea coloniilor recombinate si Hpal 2655

ve I’"i f'l carea C lO ] é r'i '| p r'i Nn d '| gesti a Cu AGOAGTTGGAAATGGATCCGACGTCGTCGACTTTAAACCTAGGACTAGTGY

am Aatll Sall Dral Avrll Spel

enzime de restrictie. Sandu, C., Chiribau, C.-B., Sachelaru, P., &

Brandsch, R. (2005).  Applied and
Environmental Microbiology, 71(12), 8920-4.
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1.Amplificarea in vitro a acizilor nucleici

Oligonucleotidele amorsa folosite:
* ForNDHmbcl 5’ AGTGAAGGATTGATCAACCTGCTATC'3;
* RevNDHIxba 5CTCCCTGTCTCTAGAGCCGCGATC'3

Program PCR optim: Temperatura optima de amplificare
a. Pornirea la cald, 95°C, 5 minute;

b. Denaturarea, 95°C, 1 minut;

c. Hibridare complementara, 49°C,45 s;
d. Sinteza, 72°C, timp de 4 minute.

Ultimele trei etape au fost repetate
de treizeci de ori, dupa care

s-a efectuat faza de terminare

la 72°C, pentru 10 min.

3
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2. Digestia fragmentului si a vectorului cu enzimele de
restrictie alese:

* Fragmentul->Enzime:
v Xbal, 37° C, NEB 2
v Bcll, 50°C, NEB 2

* Vectorul-> Enzime:
v’ Xbal, 37° C, NEB 2
v BamH1, 37° C, NEB 2

Migrarea prin electroforeza a vectorului
pART2 liniar (1), pART2 circular (2),
fragmentului ndhLSM

3. Izolarea ADN-ului din gelul de agaroza:

« Separare din gel cu Zymo clean Gel DNA Recovery Kit



4. Reactia de ligare si transformare a
celulelor de E. coli

Materiale ‘ Plasmid recombinat ‘

» Vector liniarizat si fragment
digerat; SNPLI

« Fast link DNA ligation Kit;

* Celule competente;

60kb &
5.0 kb

4.0 kb
3.0kb o\

*"wh NUU“ w

Ligare la temperatura camerei,

. 2.0 kb
30 minute.

+ 15kb

Selectie pe baza de canamicina,
la 37° C, 24 h,




5. Verificarea corectitudinii clonarii

« Enzime de taiere: Xbal (37° C) si ApaLl (37° C);

‘ Colonie pozitiva cu fragmentul ndhLSM ‘




Concluzii

« Cele trei gene ce codifica NDH au fost
izolate de pe megaplasmidul pAO1 si
clonate cu succes in vectorul de expresie
PART?2.

 Vectorul recombinat  pART2ndhLSM
urmeaza a fi utilizat pentru expresia si
purificarea enzimei NDH.
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Rezultatele obtinute au permis:

« Publicarea unui articol - Andrei Andreea,

Marius Mihasan, 2013, Molecular gene cloning
of nicotine-dehidrogenase from the pAO1
megaplasmid of Arthrobacter nicotinovorans,
Analele Stiintifice ale Universitatii "Alexandru
loan Cuza" din lasi Sec. Il a. Genetica si
Biologie Moleculara, Vol. 14, Nr. 3, Pag. 15-19;

 Participarea la doua conferinte:

1. Simpozionul National ,,Tineri Cercetatori in
Stiinte Biologice” Editia I, Cluj-Napoca, 2013;
2. Sesiunea stiintifica a Studentilor, lasi, 2013.
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