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INTRODUCERE

Boala Alzheimer este o afectiune neurodegenerativa, progresiva si ireversibila fiind
considerata cea mai frecventa forma de dementd (Hritcu et al., 2015). Se estimeaza ca
aproximativ 24 de milioane de oameni din intreaga lume prezintd o dementd de tip
Alzheimer, si ca 11.2 % sunt persoane de 60 ani sau chiar mai in varsta (Mihasan et al.,
2013).

Costurile necesare pentru medicamente si supraveghere sunt ridicate si incep de la
18000 de dolari pentru persoane aflate Tntr-un stadiu incipient si pot ajunge pana la 38000 de
dolari pentru cei aflati intr-un stadiu avansat (Borda, 2006).

Potentialul nicotinei si a intermediarilor nicotinici rezultati din degradarea acestui
alcaloid de catre microorganismul Arthrobacter nicotinovorans de a se lega de receptorii
nicotinici pentru acetilcolina (nAChRs) a fost evaluat in silico prin experimente de andocare
moleculara. Ligandul cu cea mai buna afinitate pentru acesti receptori s-a dovedit a fi 6-
hidroxi-L-nicotina (6HLNic) (Mihasan et al., 2013).

Studiile anterioare (Hritcu et al., 2013) au aratat ca 6HNic are capacitatea de a se lega
de receptorii nAChRs si de a scadea nivelul stresului oxidativ in creierul sobolanilor normali
(rasa Winstar) prin cresterea activitatii enzimelor antioxidante. Administrarea de 6HNic la
sobolanii tratati cu scopolamind amelioreaza tulburdrile de memorie spatiald prin atenuarea
stresului oxidativ In hipocampul sobolanilor (Hritcu et al., 2015).

Lucrarea aceasta face primele eforturi pentru elaborarea unei metode de producere a
6HNic prin utilizarea directd a unei tulpini de A. nicotinovorans ce contine megaplasmidul
pAOL. Aceasta presupune stabilirea unor conditii optime de separare a 6HNic de nicotina din
mediul de cultura a microorganismului mentionat. Lucrarea a fost realizatd in laboratorul de
cercetare B128 a Facultatii de Biologie din cadrul Universitatii Alexandru Ioan Cuza din lasi

n perioada 01.05.2014 - 01.06.2015.






I.  CARACTERIZAREA TAXONOMICA S| FIZIOLOGICA A
SPECIEI ARTHROBACTER NICOTINOVORANS

I.1. incadrarea taxonomici a specie Arthrobacter nicotinovorans

Pentru a incadra taxonomic un organism, nomenclatura si identificarea genului,
respectiv a speciei au un caracter obligatoriu.

Clasificarea reprezintad aranjarea organismelor in grupuri taxonomice, conform unui
set de reguli internationale.

Nomenclatura reprezinta atribuirea numelor grupelor taxonomice conform regulilor
internationale.

Specia Arthrobacter nicotinovorans apartine genului Arthrobacter. Desi initial s-a
numit Arthrobacter oxydans DSM 420", specia a fost reclasificati (Kodama si colab., 1992),
si a primit numele actual ce reflectd principala caracteristica metabolica - abilitatea de a
metaboliza nicotina.

Tn anul 1986, Bergey a inclus acest gen in Sectiunea 15 — Bacili Gram pozitivi
neregulati si nesporulanti, Clasa Thallobacteria, Divizia Firmicutes, Regn Procariota,
clasificarea facandu-se pe baza caracterelor fiziologice si biochimice (chemo-taxonomie).

Conform Ribosomal Database Project (RDP) (Cole et al., 2009), secventele de ARN
ribozomal acumulate de la bacteriile coreiforme aerobe si facultativ aerobe ne ajutd sa
stabilim o legatura taxonomicd si filogeneticd. Aceste bacterii fac parte din grupul
Arthrobacter. In acest grup se gisesc patru subgrupuri: Microbacterium, Clavibacter,
Arthrobacter si Dermatophilus (Loveland-Curtze si colab., 1999). Subgrupul Arthrobacter
cuprinde la randul sau genurile Arthrobacter, Brevibacterium, Micrococcus, Renibacterium si
Rothia.

Imbinand taxonomia traditionala cu analiza secventei ARN, genul Arthrobacter a fost
incadrat in familia Micrococcaceae si in comparatie cu alte genuri ale familiei, ea contine cel
mai mare numar de specii . De asemenea, in aceastd familie este incadrat si genul
Micrococcus.

Stackebrandt et al., 1997 creeaza clasa Actinobacteria in care se incadreazi subclasa
Actinobacteridae, ordinul Actinomycetales, subordinul Micrococcineae si familia
Micrococcaceae.

Relatiile dintre unitatile taxonomice superioare pot fi observate in figura 1 si

incadrarea taxonomica a specie Arthrobacter nicotinovorans poate fi observata in tabel 1.



FAMILIE SUBORDIN ORDIN

Micromonosporaceae 3 Micromonasporineae

Frankiaceae

Acidothermaceae

Sporichthyaceae Frankineae
Geodermatophilaceae

Microsphaeraceae
Pseudonocardiaceae 3 Pseudonocardineae
Streptomycetaceae 2 Swreptomycineac
Nocardiaceae 7
Gordoniaceae
Mycobacteriaceae Corynebacterineae
Dietzigceae
Tsukemureilaceae
Corynebacteriaceae .
~——————————— [nirasporangiaceae T
|
4{_,—— Derm;bacrlemceae
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Dermatophilaceas IA’ ;fxcmcnccmeael
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Actinomycelaceae 1 Actinomycinede
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Nocardiopsaceae .
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Bifidobacteriaceae - Bifidobacieriales
Acidimicrobiaceae | Acidimicrobiales
Coriobacteriaceae o Coriobacteriales
Sphaerobacteraceae | Sphaerobacrerales
Rubrobacteraceae __| Rubrobacterales

5%

Figura 1. Legaturile filogenetice dintre diversele unitati taxonomice din cadrul subclasei
Actinobacteridae. Scala de jos reprezintd 5 substitutii nucleotidice/100 nucleotide
(Stackebrandt et al., 1997)

Tabel 1. Incadrarea taxonomici a specie Arthrobacter nicotinovorans in unititile taxonomice

superioare
Unitate taxonomica Denumire
Regn Procariota
Divizia Firmicutes
Thallobacteria (Bergey, 1986),
Clasa
Actinobacteria (Stackebrandt et al., 1997)
Subclasa Actinobacteridae
Ordin Actinomycetales
Subordin Micrococcineae
Familie Micrococcaceae
Gen Arthrobacter
Specie Arthrobacter nicotinovorans




Recent, pe baza compozitiei puntilor interpeptidice din peptidoglican, secventelor ARN
16S si sistemului chinond, speciile de Arthrobacter au fost impartite in 11 grupuri. Dupa
aceasta clasificare, Arthrobacter nicotinovorans a fost inclus in grupul Arthrobacter
aurescens alaturi de A. aurescens, A. histidinolovorans, A. ilicis, A. nitroguajacolicus si A.
ureafaciens (Busse si Wieser, 2014).

La ora actuala au fost descrise 66 de specii ce apartin genului Arthrobacter si a fost
impartit in cel putin 11 grupe pe baza secventei ARN 168, sistemul chinond si structura
peptidoglicanului.

Legaturile dintre speciile genului Arthrobacter pot fi observate in figura 2.
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Figura 2. Dendrograma speciilor apartinand genului Arthrobacter, realizata pe baza
secventei ARN 16S. Scala de jos reprezinta 0.02 substitutii nucleotidice/100 nucleotide
(Busse si Wieser 2014)



I.2. Caracteristici metabolice si morfologice ale genului Arthrobacter
Variabilitatea in forma si dimensiune a celulelor in ciclul celular este o importanta

caracteristicd a acestui gen. In faza stationara (2-7 zile), cultura este formata in mare parte din
celule cocoide (~0.6-1.0 um in diametru). Dupa 6 ore de la transferul pe un mediu de cultura
proaspat, celulele cocoide se umfla si produc unul sau mai multe excrescente dand astfel
nastere la bacili cu forma neregulata caracteristici fazei exponentiale (Mihasan, 2011).

Celulele bacilare se aseaza in formatiuni unghiulare asemenea unor V-uri. Mai poate
aparea o ramificatie primard, dar nu se produc micelii adevarate (ramificatie secundara).
Bacilii nu formeaza endospori, sunt imobili (rareori mobili prin intermediul unor flageli
laterali) si devin mai scurti pe masurd ce cultura imbatraneste urmand apoi ca din forma
bacilard si treaci in forma cocoida specifica fazei stationare. in ambele etape ale ciclului de
crestere, bacteriile din cadrul genului Arthrobacter sunt Gram-pozitive dar ulterior acestea
devin Gram-variabile (Keddie et al., 1986).

Acest ciclu de crestere (coco-bacil) este o trasaturd distinctivd a genului dar, de
asemenea, apare si in alte genuri precum Brevibacterium si cel putin unii membrii din

Rhodococcus. Variabilitatea morfologica a celulelor din ciclul celular poate fi observata in

figura 3.
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Figura 3. Arthrobacter globiformis (ATCC 8010) crescut pe mediu EYGA la 25C. Inoculul
a fost alcatuit din celule cocoide; a, dupa 6 ore, formarea de bacili din celule cocoide; b, dupa
12 ore; ¢, dupa 24 ore; d, dupd 3 zile (scala este de 10um) (Jones si Keddie, 2006)

Ambele forme ale microorganismului (bacilara si cocoida) sunt Gram-pozitive dar pot

fi usor decolorate. Nu formeaza endospori.



Chemoorganotrofic, genul Arthrobacter include specii aerobe deoarece metabolismul
este de tip respirator si nu fermentativ, iar temperatura optima de crestere si dezvoltare este
de 25-30C. O crestere moderatd poate avea loc pe un mediu ce contine extract de drojdie si
peptond la un pH aproape neutru. Pe mediul cu peptond, in urma metabolizarii glucozei si a
altor glucide se formeazd cantitdti mici sau chiar deloc de acizi. Aceastd bacterie nu
hidrolizeaza celuloza dar este capabila sa isi sintetizeze enzime precum catalaza si
deoxiribonucleaza. Unele specii, printre care si Arthrobacter nicotinovorans necesita biotina
ca factor de crestere (Keddie et al., 1986).

Bacteriile din genul Arthrobacter au un continut mare de G+C, in medie de 59-70%
din ADN. Arthrobacter nicotinovorans are un continut in G+C al cromozomului bacterian de
62%.

De asemenea, este demn de remarcat faptul ca multe din speciile ce apartin genului
Arthrobacter posed caracteristici neobignuite, cum ar fi capacitatea de a folosi un substrat
toxic si de a forma un pigment neobisnuit.

Dacd tinem cont de sistemul chinonic si structura peptidoglicanului, genul
Arthrobacter poate fi divizat in doua grupe majore: un grup este caracterizat printr-un sistem
chinona cu menachinona monosaturata [MK-8(H,) si/sau MK-9(H,) si peptidoglican de tipul
A3a, iar cel de-al doilea grup se caracterizeaza printr-un sistem chinona cu menachinona
nesaturatd (MK-8, MK-9, si/sau MK-10) si peptidoglican de tipul A4a (Keddie et al., 1986).

In functie de specie, variatiile A30. si Ado ale peptidoglicanului sunt caracterizate
prin legdturile dintre pozitiile 3 si 4 a celor doua unitati peptidice ce sunt realizate de un
numadr diferit de punti interpeptidice. Puntile interpeptidice din peptidoglicanul de tip A3a
confin numai acizi monocarboxilici si/sau glicina, iar cele din A4o contine intotdeauna acid
dicarboxilic si in cele mai multe tulpini contine, de asemenea, alanind (Schleifer si Kandler,
1972).

Compozitia chimica a peretelui celular reprezintd o altd caracteristica ce poate fi
utilizata pentru identificarea speciilor ce apartin genului Arthrobacter. De cele mai multe ori,
acidul gras din componenta peretelui celular este 1,3-metilpentadecanoic, iar diamino-acidul
intalnit preponderent Tn peptidoglican este lizina. Peptidogliganul este de tipul Lys-Ala-Tre-
Ala (Mihasan, 2011).

Membrii genului Arthrobacter pot fi deosebiti de alte genuri similare ce contin lizina
in peretele celular sau care prezintd un ciclu de crestere coco-bacil prin caracterele

mentionate in tabelul 2.



Tabel 2. Caracterele ce diferentiaza genul Arthrobacter de alte genuri similare care au fie ciclu de crestere coco-bacil fie contin lizina ca diamino-
acid in peretele celular (Jones si Keddie, 2006)

- . Acid Perete celular
Gen Micelit ;1) coco-bacil  Necesitatea produsdin  Diamino-  Prezenta Menachinona
produs oxigenului y . N
glucoza acid glicinei
Arthrobacter - . Aerobic - Lizina - MK-9 (H) sau MK-8
si/fsau MK 9
Aureobacterium terregens/Aur. - . Aerobic W Omitini . MK-12 si/sau MK-13
flavescens ’
Arthrobacter simplex/A. tumescens — N Aerobic — LL-DAP . MK-8 (Hy)
Microbacterium — - Ambiguu N Lizina . MK-11, MK-12
Renibacterium — — Aerobic — Lizina . MK-9
Oerskovia N - Facultativ N Lizina - MK-9 (Hg)
Brevibacterium — N Aerobic — meso-DAP - MK-8 (Ha)
Rhodococcus D D Aerobic - meso-DAP - MK-8 (H,) sau MK-9

(Ho)




Microorganismele ce fac parte din genul Arthrobacter sunt caracterizate printr-o
versatilitate metabolicd deosebitd. Acestea sunt capabile si utilizeze un numir mare de
substrate ca sursd de carbon sau azot si deci ocuparea a numeroase nise ecologice (Mihasan,
2011).

Un numdr variat de compusi toxici pentru om sau animale pot fi metabolizati de
diferite specii de Arthrobacter. De exemplu, speciile A. methylotrophus si A. sulfonivorans au
capacitatea de a metaboliza (cu ajutorul a doud reductaze) dimetil-sulfona si dimetil-
sulfoxidul.

O alta specie cu un metabolism interesant este A. chlorophenolicus deoarece are
capacitatea de a metaboliza 4-clorofenol. Acest compus este unul toxic si rezultd din procesul
de clorinare a apelor uzate, din degradarea erbicidelor sau din degradarea anaeroba a unor
fenoli Tnalt-halogenati.

Recent, o specie incomplet descrisa, dar care face parte din genul Arthrobacter, a fost
izolata in culturi pure prin selectie cu cantitati mari de crom. Izolatul este capabil sa creasca
la concentratii mari de Cr(VI) si poate sa il reduca la Cr(III) (Megharaj si colab., 2003).

Au fost descrise specii de Arthrobacter ce sunt capabile sa metabolizeze compusi ce
apar in mod natural (cianotoxine peptidice, microcistine) dar si compusi periculosi pentru
mediu precum: nitroglicerolul, p-nitrofenolul, ierbicidul atrazina, trietilamina (Mihasan,
2011).

Majoritatea speciilor stabilite au fost izolate din sol si sedimente dar unele au fost
recuperate si din probe clinice desi genul Arthrobacter nu cuprinde specii patogene. Aceste
probe clinice proveneau de la indivizi cu dereglari ale sistemului imunitar, de aceea speciile
au fost catalogate drept patogeni oportunisti (Wauters si colab., 2000).

Arthrobacter nicotinovorans este o specie frecvent intalnitd in sol. Acest
microorganism este caracterizat printr-un peptidoglican de tipul A3a si printr-un sistem de
menachinond monosaturatd MK-9(H;). Monozaharidele din componenta peretelui celular
sunt reprezantate de galactoza si glucoza. Poate hidroliza amidonul si sd foloseasca nicotina
n calitate de substrat (Keddie et al., 1986).

Dezvoltarea bacteriei pe un mediu de agar suplimentat cu nicotind, saruri minerale si
extract de drojdii, este insotitd de producerea unui pigment albastru difuzabil. In cele din
urma, acest pigment se transforma intr-unul rosiatic sau galben-brun pe masura ce cultura se

dezvolta (Mihasan, 2011).



Cresterea poate avea loc si pe un mediu minimal suplimentat cu biotina, ce este

alcatuit dintr-o sursa de azot (sare de amoniu) si glucoza ca sursa de carbon si de energie.

1.3. Megaplasmidul pAO1

Un plasmid reprezintd o macromoleculd de ADN prezenta natural in unele bacterii,
carora le confera rezistenta la diferite antibiotice si metale grele. In general, plasmidele sunt
alcatuite dintr-o moleculda mica (de circa 2-5 Kb) de ADN bicatenar, circular,
extracromosomial, care se replicd activ si independent de cromosomul bacterian. Un plasmid
prezintd un situs de initiere a replicarii (origine) si unul sau mai multi markeri de selectie.
Plasmidul are un situs unic de restrictie unde poate fi inserat un fragment de ADN rezultand
un plasmid recombinant (Covic si Stefanescu, 2004)

Plasmidele reprezintd principalii vectori de transport al genelor intre specii.
Caracteristicile metabolice deosebite precum capacitatea de a degrada compusi artificiali
variati, rezistenta la antibiotice sau la factori de mediu sunt amplasate pe plasmide (Mihasan,
2011).

Pana in prezent, au fost studiati 20 de plasmide in speciile de Arthrobacter. n tabelul
3 sunt prezentate principalele caracteristici a unor plasmide din genul Arthrobacter.

Asa cum am precizat mai sus, specia Arthrobacter nicotinovorans se poate dezvolta
pe un mediu mineral simplu format dintr-o sare de amoniu (sursa de azot), glucoza (sursa de
carbon) si biotind. Atunci cand glucoza din mediu este inlocuitd cu alcaloidul nicotind,
microorganismul se dezvoltd cu formarea unui pigment difuzibil, intens colorat in albastru,
cunoscut sub numele de albastru-nicotina (nicotine-blue, NB). Aceasta capacitate a bacteriei
de a degrada nicotina se datoreaza prezentei in celuld a plasmidului pAO1, pe care se gasesc
genele ce codifica enzimele implicate in aceasta cale metabolica (Mihasan, 2011).

Plasmidul pAO1 a fost izolat pentru prima data in 1984 de catre Brandsch si Decker,
iar in 2003 a fost complet secventiat de catre Igloi si Brandsch.

Dimensiunea plasmidului pAO1 este de 163127 pb dintre care, 83,2% din secventa
nucleotidica codifica proteine. Au fost descrise 126 cadre de citire (ORF — open reading
frames) care sunt similare cu proteine caracterizate sau cu functia presupusd. Au fost
identificate manual un numar de 39 de ORF-uri ce nu au similitudine cu secventele cunoscute
din bazele de date investigate. ORF-urile sunt distribuite egal pe cele doua catene: 79 pe una

si 85 pe cealaltd. Cadrele de citire au fost impartite in functie de rolul lor in: proteine
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implicate in replicare, conjugare, transpozitie, rezistentd la antibiotice si 1n utilizarea

nutrientilor (Mihasan, 2011).

Tabel 3. Plasmide descrise la diverse tulpini ce apartin genului Arthrobacter (Mihasan, 2011)

) Dimensiuni Proteine GenBank
Plasmid Specia gazda . Observatii
(pb) codificate ID
Arthrobacter
pACHLO1 426858 554 CP001342
chlorophenolicus A6
Arthrobacter
pACHLO02 ] 158475 151 CP001343
chlorophenolicus A6
Arthrobacter
pASPHE301 ) 190450 189 CP002380
phenanthrenivorans
Arthrobacter
pASPHE302 ) 94456 99 CP002381
phenanthrenivorans
pFB24-104  Arthrobacter sp. FB24 159538 158 CP000455
pFB24-105  Arthrobacter sp. FB24 115507 110 CP000456
pFB24-136 Arthrobacter sp. FB24 96488 96 CP000457
Igloi si
Arthrobacter (Iglot
pAO1 o 165137 165 AJ507836 Brandsch,
nicotinovorans
2003)
Arthrobacter (Sandu et al.,
pART1 o Aprox. 5440 - -
nicotinovorans 2005)
Arthrobacter (Sandu et al.,
PART2 o 4634 - DQ191047
nicotinovorans 2005)
Arthrobacter (Sandu et al.,
pART3 o 5406 - DQ191048
nicotinovorans 2005)

Prezentarea generald a plasmidului pAO1l si amplasarea cadrelor de citire sunt

prezentate in figura 4.
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Figura 4. Cadrele de citire de pe plasmidul pAO1. Cu rosu sunt reprezentate genele implicate
in transpozitie, cu galben cele implicate in replicare, cu albastru inchis cele implicate in
catabolismul nicotinei, albastru deschis in metabolizarea glucidelor si cele cu alb au functie
necunoscutd (Brandsch si colab., date nepublicate).

1.4. Metabolismul nicotinei Tn Arthrobacter nicotinovorans pAO1

O parte din speciile de microorganisme ce alcatuiesc comunitatea bacteriana care se
gaseste pe planta de tutun si n solul pe care aceasta creste, au abilitatea de a folosi L-
nicotina (principalul alcaloid sintetizat de planta de tutun) ca substrat de crestere. Aceste
bacterii, si-au dezvoltat strategii biochimice specifice pentru a descompune acest compus
organic heterociclic (Brandsch, 2006).

Capacitatea de a folosi nicotina ca sursa de carbon, oxigen si azot nu este specifica doar
speciei Arthrobacter nicotinovorans, ci a fost descrisa si la alte specii de bacterii precum
Pseudomonas putida, Bacillus, Achromobacter, Microsporum si de asemenea la fungi
(Mihasan, 2011).

Degradarea L-nicotinei de catre aceste microorganisme se pot realiza pe 3 cai
metabolice diferite: catabolismul nucleului piridinic, a nucleului pirolidonic sau prin de-

metilare. Tn cazul speciei Arthrobacter nicotinovorans, calea metabolici debuteazi cu
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hidroxilarea nucleului piridinic. Acest fapt duce la activarea moleculei si determina realizarea
din punct de vedere energetic a urmatoarelor etape catabolice (Mihasan, 2011). O privire de
ansamblu asupra etapelor implicate 1n catabolismul nicotinei este reprezentata in figura 5.

Cea mai cunoscuta cale metabolicad de degradare a nicotinei este cea care se realizeaza
prin catabolismul nucleului piridinic si este codificata de megaplasmidul pAO1 din
Arthrobacter nicotinovorans. Pe plasmid sunt localizate genele responsabile de codificarea si
reglarea activitatii enzimatice 1n acest proces metabolic.

Prima etapd de degradare a nicotinei debuteazd cu formarea unui compus in urma
hidroxilarii nucleului piridinic. Tn 1958, Hochstein si Rittenberg reusesc sa izoleze din mediul
de cultura, dar si din reactii in vitro primul produs metabolic sub forma unor cristale albe cu
puctul de topire de 120-122°C. Aceste proprietati fizico-chimice au demonstrat ¢ in urma
hidroxilarii nicotinei rezulta 6-hidroxinicotina (Hochstein si Rittenberg, 1958).

Enzima ce catalizeazd reactia de hidroxilare a nicotinei se numeste nicotin-
dehidrogenaza (NDH). Aceastd enzima este alcatuita din trei subunitati: o subunitate mare de
82 kDa ce contine cofactorul molibdenic, una medie de 30 kDa cu FAD legat ne-covalent si
una mica de 15 kDa cu 2 clusteri 2Fe-S. Masa moleculara in forma nativa a complexului este
de 120 kDa ceea ce corespunde unei structuri (ofy), (Brandsch, 2006). Tn figura 6 se poate
observa directia celor 3 gene ce codifica enzima NDH.

In urmatoarea etapa a caii metabolice, inelul pirolidinic este supus actiunii enzimei 6-
hidroxinicotin-oxidaza (6HLNO si 6HDNO) rezultand astfel 6-hidroxi-metil-miosmina.
Acest compus este instabil si reactioneazd spontan cu apa formand 6-hidroxi-pseudo-

oxinicotind [metilaminopropil-(6-hidroxipiridil)-cetond] (Mihasan, 2011).
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Figura 6. Modul de aranjare si localizarea genelor implicate in codificarea enzimei NDH in
cadrul plasmidului pAO1 (Mihasan, 2011)

Stereo-specificitatea reprezintd un aspect important al acestei reactii. Planta de
tutun produce L-nicotina si cantitati mici de D-nicotina. Racemizarea poate avea loc in timpul
descompunerii plantei si de asemenea prin incdlzire. Enzima NDH nu manifestd stereo-
specificitate deoarece poate converti atdt L- cat si D-nicotina in 6-hidroxi-L-nicotina
respectiv 6-hidroxi-D-nicotini. In a doua etapd a cidii metabolice, existi 2 enzime ce
catalizeaza oxidarea celor 2 izomeri (6HLNO — actioneazad asupra izomerului L si respectiv
6HDNO - actioneaza asupra izomerului D).

Enzima 6HLNO este o flavoproteind dimera cu masa de 46 kDa ce face parte din
clasa amin-oxidazelor, iar 6HDNO este o enzima monomer ce contine un FAD legat covalent
de un rest de histidind. Modul de legare a cofactorului reprezintd diferenta din HLNO si
HDNO (Mihasan, 2011).

Gena responsabila de codificarea enzimei 6HLNO este plasata alaturi de cele 3 gene
pentru NDH si avand aceasi directie alcatuind aparent un operon. Gena ce codificd enzima
HDNO este plasatd pe un operon diferit de cel al HLNO, avand directia opusd (Mihdsan,
2011).

Dupa actiunea celor 2 enzime, 6-hidroxi-pseudo-oxinicotina este supusa unei noi
hidroxilari la atomul C2. Aceasta reactie este catalizatd de o enzimd cu numele sistemic 6-
hidroxi-pseudo-oxinicotin:acceptor oxido-reductaza (hidroxilantd) si este cunoscuta ca ceton-

dehidrogenaza (KDH). KDH este o enzima trimera alcatuitd dintr-o subunitate mica de 17
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kDa care contine 2 clusteri Fe-S, o subunitate medie de 30 kDa cu FAD si o subunitate mare
de 85 kDa continand cofactorul molibdenic. In urma acestei hidroxilari, se formeazi 2,6-
dihidroxi-pseudo-oxinicotina (Brandsch, 2006; Mihasan, 2011).

Modul de aranjare a genelor responsabile de cele 3 subunitati ale KDH este complet
diferit fatd de celelalte enzime. Subunitatea mare (kdhL) are o directie opusa si se afld la o
distanta de aproximativ 4 kb fata de celelalte 2 subunititi (kdhM si kdhS). In figura 7 este

reprezentatd distributia genelor responsabile de KDH pe megaplasmidul pAO1.

kdhL dhponH ORF85 ORF86 kdhS ORF92
kdhM ORF90 6hlno

| — | —) ) |||

orf 81 i ORF89 ORF91

Figura 7. Aranjarea genelor ce codifica cele 3 subunitati a enzimei KDH si amplasarea lor pe
magaplasmidul pAO1 (Mihasan, 2011)

Un pas important in catabolismul nicotinei este reprezentat de scindarea 2,6-
dihidroxi-pseudo-oxinicotinei n 2,6-dihidroxipiridina si y-N-metilaminobutirat sub actiunea
enzimei 2,6-dihidroxi-pseudo-oxinicotin-hidroxilaza (DHPONH). Mai departe, 2,6-
dihidroxipiridina este supusa hidroxilarii, sub actiunea unei monooxigenaze FAD-dependenta
formandu-se astfel 2,3,6-trihidroxipiridina (pigmentul albastru) care este expulzat in mediul
de cultura (Brandsch, 2006). Al doilea produs rezultat, este integrat Tn calea acizilor
tricarboxilici in doud moduri.

O primda modalitate de integrare este prin dezaminarea oxidativdi a 7y-N-
metilaminobutiric formandu-se astfel metilamind si acid y-aminobutiric (GABA). Reactia
este catalizatd de o enzima cu o inalta specificitate de substrat (Kn=140 uM si K:=800 )
numitd metil-y-N-aminobutirat oxidaza demetilanta (MABO). Aceastd enzimad are masa

moleculara de 90 kDa si contine FAD in calitate de co-factor (Chiribau si colab., 2006).
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Intr-o cale alternativa, acidul y-N-metilaminobutiric este supus actiunii mono-amin-
oxidazei (MAO), produsii de reactie fiind semialdehida acidului succinic si metilamina. De
asemenea, enzima este cababila sa utilizeze si acidul y-aminobutiric, insd cu o eficientd mai
mica fata de MABO (Chiribau si colab., 2006).

Cele doud enzime, MABO si MAO, concureaza pentru acelasi substrat, MABO fiind
de aproximativ 10 ori mai activd decit MAO. Competitia dintre cele doud enzime a pusa in
evidenta in vitro (Chiribau si colab., 2006) dar nu si in vivo. In urma marcarii radioactiv a
nicotinei, s-a observat ca in mediu se acumuleaza metilamina, ceea ce ar indica ca in Vivo
predomina a doua cale (Mihasan, 2011).

S-a demonstrat cd metabolizarea acidului y-aminobutiric nu este dependenta de
prezenta megaplasmidului pAO1 deoarece celule ce nu poseda acest plasmid pot folosi acest
produs ca unica sursa de C si N (Chiribau et al., 2006).

Semialdehida acidului succinic este convertita in acid succinic. Reactia este catalizatd
de o dehidrogenaza a semialdehidei acidului succinic (SaD). Aceastd enzima poate utiliza atat
NAD" cat si NADP”, insia cu NAD" reactia este de 25 de ori mai lenti. Acidul succinic poate
urma calea acizilor tricarboxilici completand astfel catabolismul fragmentului de pirolidina a
nicotinei (Chiribau si colab., 2006). In figura 8 sunt prezentate reactiile in clivarea si

degradarea catenei laterale.
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Figura 8. Schema reactiilor implicate in clivarea si degradarea catenei laterale (Mihasan,
2011)
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Il.  APLICATII BIOTEHNOLOGICE ALE CAIl DE DEGRADARE A
NICOTINEI DIN ARTHROBACTER NICOTINOVORANS

I1.1. Aplicatii biotehnologice ale nicotinei si derivatilor nicotinici

Tutunul (Nicotiana tabacum, Familia Solanaceae) este cultivat in special in Brazilia,
China, Cuba, India si SUA. La nivel global se estimeaza o productie anuala de 6.7 milioane
de tone de tutun, China fiind cel mai mare producator de tutun (39.6%), urmata de India
(8.3%), Brazilia (7.0%) si SUA (4.6%). Cele mai mari tari consumatoare de tutun din lume
sunt China, SUA si India. Se preconizeaza ca industria tutunului ar produce 3 00 274 de tone
deseuri de nicotind 1n fiecare an. O parte sau toatd frunza de tutun a fost folosita ca materie
prima pentru produsele din tutun precum tigari, trabucuri si tutun de mestecat (Gurusamy si
Natarajan, 2013).

Datoritd utilizarii crescute a produselor din tutun, industria a creat deseuri solide si lichide
din tutun ce contin concentratii mari de nicotina. Agentia pentru protectia mediului (APM) a
clasificat aceste deseuri de tutun (sub forma de pulbere non-reciclabild) ca fiind produse
chimice toxice eliberate in mediu ( Toxic Release Inventory — TRI). Cand aceste deseuri de
tutun sunt eliberate pe pamant fard depozitarea si prelucrarea adecvata, nicotina se dizolva
usor in apd ceea ce duce la contaminarea panzei de apa freatice. Prin urmare, apa contaminata
cu nicotina perturba echilibrul ecologic al solului (Gurusamy si Natarajan, 2013).

Nicotina este un compus heterociclic, alcatuit dintr-un inel piridinic si un fragment
pirolidinic. In stare purd, compusul este un lichid de culoare galben-pal sau maro-inchis si
atunci cand este Tncalzit capatd un miros de peste. Formula chimica a nicotinei este C19H14Np,
iar masa moleculari este de 162.234 grame. Alcaloidul are punctul de topire de -79°C si cel
de fierbere de 247°C. Nicotina reprezinti pani la 2-8% din masa uscati a frunzelor de tutun
(Gurusamy si Natarajan, 2013).

Biotransformarea sau biocataliza implica utilizarea de microorganisme pentru a cataliza
conversia unui metabolit in altul. Aceste transformari pot fi catalizate de celule microbiene,
extracte celulare sau enzime. Biotransformarea este un instrument de viitor, utilizat la
producerea In masa a unor compusi chimici necesari pentru sinteza altor substante precum
cele farmaceutice sau ingrediente alimentare si agro-chimice in industrie (Gurusamy si
Natarajan, 2013).

19



Nicotina este utilizatd ca materie prima pentru producerea biocatalitica a unor piridine
functionalizate din surse regenerabile. Acesti compusi sunt precursori in sinteza
medicamentelor precum analogi ai epibatidinei, un analgezic extrem de eficient produs de o
broasca tropicala numita Epipedobates tricolor (Spande si colab., 1992).

Desi a fost mult timp cunoscut faptul ca microorganismele formeaza o mare varietate de
metaboliti din nicotina atunci cand folosesc acest alcaloid drept sursa de carbon si azot, acesti
metaboliti nu au fost utilizati ca precursori pentru sinteza chimica a noilor analogi ai nicotinei

(Figura 9) (Schmid si colab., 2001)
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4-[6-Hidroxi-3-piridinil]-4-oxobutirat

Figura 9. Procese biocatalitice asupra nicotinei ce duc la obtinerea de derivati asemanatori cu
epibatina (Schmid et al., 2001)

Cea mai usoara modalitate de biotransformare a fost utilizatd pentru a converti nicotina
toxicd 1n compusi valorosi precum 6-hidroxi-3-succinoil piridina (HSP) si  2,5-
dihidroxipiridind (DHP).

Biotransformarea nicotinei si obtinerea derivatilor nicotinici este utilizata pe scara larga
in tratamente Tmpotriva cancerului, Tmpotriva malariei, Th producerea de medicamente
(analgezice), in tratamentul boalei Parkinson, in hipertensiune arteriald si tulburdri ale
sistemului nervos central (Gurusamy si Natarajan, 2013).

Metabolitii intermediari ai nicotinei sunt precursori in sinteza de medicamente precum
analogi ai epibatinei, un analgezic extrem de eficient, care este folosit Tn industria

farmaceutica (Spande et al., 1992)
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Intermediarii hidroxilati de piridind sunt folositi ca precursori pentru sinteza de
medicamente si insecticide prin metode chimice (Wang si colab., 2012). Metabolitii biologic
activi, 2,5- sau 3,5- piridine disubstituite, sunt produsi din 6HLN si HSP si sunt utilizati
pentru sinteza insecticidului imidacloprid (Gurusamy si Natarajan, 2013).

Intermediarul metabolic 2,5-DHP, poate fi utilizat ca material initial pentru sinteza
chimicd a unui precursor universal si anume acidul levulinic. Acest precursor este folosit
pentru a sintetiza regulatori de crestere a plantelor, erbicide, medicamente utilizate n terapii
de cancer si in sintetiza de porfirine, cum ar fi hem si clorofila (Nakano si colab., 1999).

Numeroase studii s-au concentrat in principal pe efectele compusilor rezultati in urma
metabolismului nicotinei in celulele mamiferelor, datoritd contributiei lor potentiale la
efectele neurofarmacologice rezultate din expunerea la nicotina.

Tn celulele mamiferelor, nicotina este rapid metabolizati in ficat sub forma a sase
metaboliti primari (nornicotina, cotinina, 2-hidroxinicotina, N-oxid nicotina, glucuronid-
nicotina $i ioni izometonini). Calea predominanta este cea in care se formeazad cotinina (in
organismul uman, 70-80% din nicotina este metabolizatd in cotinind) care poate avea o
anumita relevantd in diverse efecte neurobiologice ale fumatului ca ligand a nicotinei de
receptorii acetilcolinici (NnAChRs) (Hritcu si colab., 2013).

Mai mult decat atat, existd indicii ca cotinina este o substantd farmacologic activa.
Utilizadnd analiza radio-cromatograficd de inalta performantd, nicotina si trei metaboliti
nicotinici (cotinina, nornicotina si norcotinina) au fost identificati in creier impreuna cu un al
patrulea metabolit necunoscut. Prin urmare, cotinina este capabild sd traverseze bariera
hemato-encefalica si de a accesa sistemul nervos central. Deci, prezenta sa in creier dupa
administrarea periferica a nicotinei indica faptul ca cotinina poate contribui la efectele

neurofarmacologice a nicotinei (Hritcu si colab., 2013)

11.2. Aplicatii biotehnologice ale 6-hidroxinicotinei

Intr-un studiu recent (Hritcu si colab., 2009), s-a raportat ci administrarea cronici de
nicotind poate duce la deteriorarea memoriei spatiale prin cresterea stresului oxidativ din
creier. Aceste efecte pot duce la reducerea activititii enzimelor antioxidante, cresterea
productiei de lipide peroxidate si de specii de oxigen reactive si la fragmentarea ADN-ului.
Pe de alta parte, numeroase studii indica faptul ca nicotina si derivatii sdi nu provoaca efecte

genotoxice si cd alterarile ADN-ului nu sunt cauzate de nicotind (Hritcu et al., 2013).
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Toate aceste rezultate pot indica faptul ca impactul nicotinei si a metabolitilor nicotinici
asupra functiilor creierului nu este neglijabil. Astfel, este important sa obtinem mai multe
informatii cu privire la efectele biologice a derivatilor nicotinici din celulele bacteriene sau a
mamiferelor in scopul de a gestiona posibile anomalii neurologice in unele afectiuni
neurodegenerative (Hritcu et al., 2013).

Receptorul nAChR este o0 glico-proteina de dimensiuni mari (290 kDa), alcatuita dintr-un
inel cu cinci subunitdti omoloage. Fiecare subunitate cuprinde trei domenii: un domeniu
intracelular mic, un domeniu transmembranar la nivelul caruia se gaseste porul si un domeniu
extracelular mare unde are loc interactiunea cu ligandul (Mihasan si colab., 2013).

Acesti receptori se gasesc intr-o gama largd de diverse subtipuri. Aceastd varietate este
datd de combinatiile unice ale unor subunitati (a1-a10, f1-B4, v, 8, €) similare dar diferite din
punct de vedere genetic. Tntr-o moleculd de nAChR, exista cinci situsuri de legare a nicotinei
localizati in domeniul extracelular, la interfata a doud subunitéti diferite (Mihdsan si colab.,
2013).

Cand un neurotransmitator se ataseazd de situsul localizat Tn domeniul extracelular, este
declangata deschiderea rapida a canalului de ioni (a porului) din domeniul transmembranar.
Canalul transmembranar este format din patru segmente membranare o helicoidale (M1-M4)

(Figura 10) (Lebbe si colab., 2014).
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Figura 10. Reprezentarea schematica a unui receptor nAChR aratadnd (a) incorporarea in
membrana, spatiul sinaptic, citosolul precum si segmentul membranar M2 a helicoidal si (b)
situsurile de legare a acetilcolinei. In ambele situatii este inclusa dimensiunea (Lebbe si
colab., 2014)



Desi nu existd structuri cristaline de inaltd rezolutie a receptorilor nAChRs,
identificarea modului de legare a unor substante precum 6-hidroxinicotinei (6HNic) sau a
nicotinei de acesti receptori poate fi urmarita utilizand structuri cristaline similare. Molecula
folosita ca model, este reprezentatd de o proteind de legare a acetilcolinei (AChBP) localizata
in celulele gliale ale melcului de apa dulce, Lymnaea stagnalis (Hritcu et al., 2013).

Aceasta proteina a fost aleasa si utilizatd intr-0 serie de experimente de legare in
silico, cu rolul de a furniza detalii cu privire la posibilul mecanism de actiune a 6HNic
(Mihasan et al., 2013).

Pentru a putea lua in considerare daca un compus este un posibil agent terapeutic
pentru boala Alzheimer (AD), acesta trebuie sa aiba uncle efecte asemanatoare cu cele ale
nicotinei mai ales atunci cand vine vorba de legarea de receptorii nAChRs si proprietati
antioxidante (Mihasan si colab., 2013).

Potentialul metabolitilor nicotinici rezultati din calea de degradare a
microorganismului Arthrobacter nicotinovorans de a se lega de receptorii NAChRs a fost
evaluat in silico prin experimente de atasare. Primul ligand atasat de situsul de legare a
receptorilor a fost L-nicotina. Orientarea obtinuta computational a L-nicotinei cu cea
determinatd experimental indica faptul cd metoda de atasare utilizatd este eficientd. Ligandul
cu cea mai buna afinitate pentru situsul de legare a receptorilor nAChBP s-a dovedit a fi
6HLNIic (Tabel 4), primul intermediar metabolic (Mihasan et al., 2013).

Rezultatele teoretice de atasare a 6HNic au fost similare cu cele observate
experimental in cazul L-nicotinei. Pe langa faptul ca acest compus s-ar potrivi in situsul de
legare, energia interactiunii dintre 6HNic si receptori este mai mare decat energia exercitata
de nicotind (-6.17 pentru nicotind si -6.66 pentru 6HNic). Acest lucru se explica prin
formarea unei legaturi de hidrogen intre gruparea hidroxil a 6HNic si Tyrl85 ce apartine
receptorilor nAChBP (Figura 11) (Mihasan si colab., 2013).

Prin utilizarea unor metode computationale, s-a observat cd 6HNic este un ligand mai
eficient pentru receptorii nNAChRs comparativ cu nicotina (Mihasan si colab., 2013).

Studiile anterioare (Hritcu si colab., 2013) au aratat ca 6HNic are capacitatea de a se
lega de receptorii nicotinici pentru acetilcolind si de a scadea nivelul stresului oxidativ in
creier la sobolanii normali (rasa Winstar). Sobolanii au fost supusi unui tratament cronic de
6HNic (doze de 0.3 mg/kg, intraperitoneal timp de sapte zile consecutive) si performantele
lor cognitive au fost evaluate cu ajutorul labirintelor comportamentale specifice pentru
testarea memoriei de scurtd duratd (labirintul Y) si de lungéd durata si invatare (labirintul cu

brate radiale).
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Tabel 4. Rezultate privind afinitatea liganzilor pentru receptorii AchBP (Mihdsan et al.,
2013)

Ligand Energia de legare Eficienta ligandului
-6.17 -0.51
L-nicotina -6.17 -0.51
-6.12 -0.51
-6.42 -0.54
D-nicotina -6.21 -0.52
-6.12 -0.51
-6.66 -0.51
6-hidroxi-L-nicotina (6HLNic) -6.61 -0.51
-6.57 -0.51
-6.51 -0.5
6-hidroxi-D-nicotina (6HDNic) -6.45 -0.5
-6.13 -0.47
-5.23 -0.37
2,6-dihidroxi-N-metilmiosmina -5.04 -0.36
-4.85 -0.35
-5.23 -0.37
2,6-dihidroxipiridina -5.04 -0.36
-4.85 -0.35
2,3,5-trihidroxipiridina* nd nd

*nu a putut fi atasat in situsul de legare

Figura 11. Pozitia de legare a 6HNic (a) si a nicotinei (b) asa cum este prezentat prin
experimente de atasare in silico. Tyr185 formeaza o legatura de hidrogen in plus (marcat cu
rosu) cu 6HNic (Hritcu et al., 2013)
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Mai mult decat atat, 6HNic creste activitatea enzimelor antioxidante (superoxid
dismutaza si glutation peroxidaza) si scade productia de lipide peroxidate (malondialdehida)
sugerand efecte antioxidante (Figura 12) (Hritcu si colab., 2013).

Superoxid dismutaza (SOD) catalizeaza conversia speciilor active de oxigen in apa
oxigenata (H,0) si oxigen. In conditii fiziologice, radicalii superoxid sunt produsi in
principal din lantul respirator dar ei pot fi, de asemenea, sintetizati de microglia activa.
Studiile recente (Hritcu si colab., 2013) sprijind ipoteza ca cresterea activitatii superoxid
dismutazei ar putea duce la niveluri scazute de H,O; intracelular.

In mod similar, activitatea specificd a glutation peroxidazei (GPX) a fost crescuti n
lobul temporal la toti sobolanii tratati cu 6HNic (Hritcu et al., 2013).

Parametrii de peroxidare lipidicd pot arata modificarile patologice din creier deoarece
peroxidarea lipidelor este unul din factorii determinanti ai stresului oxidativ indus de speciile
reactive de oxigen. La toti sobolanii tratati cu 6HNic, s-a constatat o scadere semnificativa a
nivelului de peroxidare a lipidelor (scaderea semnificativa a nivelului de malonaldehida -

MDA) (Hritcu si colab., 2013).
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Figura 12. Efectele administrarii 6-hidroxinicotinei (0.3 mg/kg de masa corporala,
intraperitoneal) asupra activitatii superoxid dismutazei (SOD) (a), glutation peroxidazei
(GPX) (b) si asupra nivelurilor de malonaldehida (MDA) (c) din lobul temporal a sobolanilor
(Hritcu si colab., 2013)
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Boala Alzheimer (AD) este o afectiune neurodegenerativa, progresiva si reprezinta
cea mai frecventd forma de dementa. Se estimeaza ca aproximativ 24 de milioane de oameni
din intreaga lume au dementd de tip Alzheimer. S-a demonstrat ca natura progresiva de
neurodegenerare in boala Alzheimer duce la insuficientd sinapticd si leziuni neuronale in
ariile corticale ale creierului (Hritcu si colab., 2015; Mihasan si colab., 2013).

Caracterizat printr-o deteriorare progresiva a functiilor cognitive si noncognitive, AD
este asociatd cu trei schimbari cardinale in creier: formarea placilor extra- si intracelulare de
peptide B-amiloidice, formarea ghemurilor intracelulare de proteine tau hiperfosforilate si
pierderea neuronilor colinergici si o scadere pronuntata a nivelului de acetilcolind (Mihasan si
colab., 2013).

Formarea memoriei spatiale a fost evaluatd dupa administrarea intraperitoneald de
6HNic (0.3 mg/kg) la sobolanii tratati cu scopolamina (0.7 mg/kg). Prin urmare,
administrarea de scopolamind provoaca tulburari de memorie. Scopolamina este un alcaloid
care prezintd antagonism competitiv fatd de receptorii muscarinici ai acetilcolinei (mAChRs)
prin interferarea cu transmisia colinergica in sistemul nervos central. De aceea, administrarea
de scopolamina la animale este folosita ca un model experimental al deteriorarii cognitive si a
tulburarilor de memorie in cazul bolii Alzheimer. Acest model animal este frecvent utilizat
pentru a cauta medicamente care au o posibila valoare terapeutica la pacientii cu dementa de
tip Alzheimer (Hritcu si colab., 2015).

In studiile recente (Hritcu et al., 2013, 2015), au fost investigate efectele 6HNic
asupra progresiei patologiei asemanatoare bolii Alzheimer, in special din punctul de vedere al
deficitului de memorie si efectele stresului oxidativ dar si al mecanismului ce sta la baza
efectelor benefice asupra bolii Alzheimer indusd de scopolamina in modelul animal (sobolani
din raza Winstar).

Cu ajutorul labirintelor comportamentale Y si cu brate radiale, s-a testat memoria de
scurtd si de lungd duratd precum si memoria spatiala, procese dependente de hipocamp si
afectate in boala Alzheimer. Hipocampul este bogat in receptori nicotinici si activarea acestor
receptori pot declansa o varietate de procese celulare si moleculare care pot contribui la
efectele produse de 6HNic asupra testelor in care este implicat hipocampul (Hritcu et al.,
2015).

Formarea hipocampului este implicatd in procesul de invatare si memorie si s-a
raportat ca hipocampul joaca un rol important in prelucrarea si reamintirea informatiilor

spatiale si contextuale (Hritcu et al., 2015).
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Labirintul Y este un test specific si sensibil a memoriei de recunoastere spatiald la
rozatoare. Testul se bazeaza pe o tendintd inndscutd a sobolanilor de a explora un mediu nou.
Labirintul Y a fost folosit pentru evaluarea memoriei si partea specifica a creierului implicata
n acest test include hipocampul (Hritcu et al., 2015).

Intr-un studiu recent (Hritcu et al., 2015), s-a evaluat daca tulburirile de memorie
induse de scopolamina sunt legate de modificarea indicilor stresului oxidativ. La sobolanii
tratati cu scopolamina s-a observat o reducere a activitatii specifice a SOD, GPX si catalazei
(CAT) impreuna cu un continut scazut de glutation redus (GSH) si un nivel crescut de MDA
Tn omogenatele hipocampice (Figura 13).

Scaderea activitatii specifice a SOD si CAT determind cresterea nivelului de MDA in
omogenatele hipocampice sugerand faptul ca aceste evenimente sunt necesare pentru a curata
radicalii superoxide indusi de scopolamina. Tratarea cu 6HNic a amneziei induse de
scopolamina la sobolani a determinat o scadere semnificativa a nivelului de MDA si a dus la
restaurarea activitatii specifice a celor doud enzime (SOD si CAT) si, de asemenea, a
continutului total de GSH redus in omogenatele hipocampice (Hritcu si colab., 2015).

Rezultatele testelor realizate pe sobolani au indicat ca 6HNic are activitate
antioxidantd puternicd prin inactivarea speciilor reactive de oxigen, exercitd un efect de
protectie Tmpotriva stresului oxidativ indus de scopolamind si ajutd la imbunatatirea functiei

de memorie (Hritcu si colab., 2015).
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11.3. Metode de obtinere a 6-hidroxinicotinei

Chemosinteza

O modalitate de a obtine 6HNic o reprezintd sinteza chimicd. Reactiile chimice care
introduc substituienti in nucleul piridinic al nicotinei si a alcaloizilor nicotinici, poate mentine
integritatea configuratiei moleculei ’parentale”, si astfel, pot constitui mijloace utile si rapide
de generare a unor derivati stereochimici cu importantd farmacologica si toxicologicd. Una
dintre primele reactii de substitutie a nicotinei a fost descrisa de Tshitschibabin care a obtinut
analogii 2-amino si 6-amino ai nicotinei prin reactia cu sodamide in toluen la reflux. De

asemenea, 6HNic se poate obtine prin diazotizarea 6-aminonicotinei urmata de hidroliza cu

apa (Crooks, 1999).

Biosinteza

Avand in vedere potentialul mentionat mai sus a 6HNic ca agent protector in tulburdrile
neurodegenerative precum boala Alzheimer, este necesara o metodd simpla, adecvata si
eficientd pentru a obtine 6HNic.

In vitro, se poate obtine 6HNic prin purificarea enzimei nicotin-dehidrogenazei (NDH)
urmatd de tehnici de cromatografie de inaltd performanta in mediu lichid (HPLC) si de
electroforeza capilara (Igloi si Brandsch, 2003).

Un studiu recent (Andrei si Mihasan, 2013) s-a axat pe izolarea si clonarea moleculara a
genelor NDH fintr-un vector adecvat (pPART2 din Escherichia coli) care sa permita simpla
purificare a acestei enzime 1n forma activa.

Genele ndhLSM sunt responsabile de codificarea subunitatilor ce intra in componenta
enzimei NDH. Un fragment de ADN contindnd aceste gene a fost izolat prin PCR
(Polymerase Chain Reaction) de pe megaplasmidul pAO1 al speciei Arthrobacter
nicotinovorans (Andrei si Mihasan, 2013).

Dupa amplificarea cu succes a genelor ndhLSM, atat fragmentul de interes cat si
vectorul pART2 izolat din Escherichia coli au fost supusi clivarii cu enzime de restrictie ceea
ce a dus la obtinerea de capete coezive. Ulterior, vectorul si fragmentul amplificat au fost
supusi ligarii rezultand astfel o molecula de ADN recombinant. Dupa ligare si transformare,

au fost obtinute un numar de 12 colonii. ADN-ul plasmidic din aceste colonii a fost izolat si

29



analizat prin electroforeza in gel de agaroza. Din cele 12 colonii, doar una a migrat la
electroforeza diferit fata de celelalte (Andrei si Mihdsan, 2013).

Verificarea clonei pozitive a fost realizata printr-o digestie enzimatica controlata prin
taierea intr-un situs existent numai n fragmentul clonat. ADN-ul izolat din colonia
identificata a fost supus clivarii cu enzime de restrictie si s-a identificat prezenta fragmentului
introdus in vector. Acest lucru a demonstrat faptul ca procesul de clonare a avut succes
obtindndu-se astfel o molecula hibrida (Andrei si Mihasan, 2013).

Vectorul recombinant poate fi utilizat in aplicatii de purificare a enzimei NDH si de a
obtine 6HNic dar cantitatea de enzima purificatd este foarte scazutd, facand ca aceastd
metoda sa fie inutilizabild in producerea de 6HNic. (Andrei si Mihasan, 2013).

Lucrarea aceasta face primele eforturi considerabile pentru elaborarea unei metode de
producere a 6HNic prin utilizarea directd a unei tulpini de Arthrobacter nicotinovorans ce
contine megaplasmidul pAO1. Aceastd metoda presupune identificarea unor conditii optime
de separare a 6HNic din mediul de cultura a microorganismului Arthrobacter nicotinovorans

cu scopul de a obtine 6HNic cu cel mai bun randament.
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1. MATERIALE SI METODE

I11.1. Tulpini utilizate si conditii de crestere

111.1.1. Tulpinile folosite Tn acest studiu

Tulpinile de microorganisme, plasmidele si substantele chimice folosite pentru elaborarea
unei metode de obtinere a 6HNIic sunt:
1. Arthrobacter nicotinovorans pAO1+, pAO1-, sunt tulpini primite cadou din partea Prof.
Dr. Roderich Brandsch (Institutul de Biochimie si Biologie Moleculara, Universitatea
Albert-Ludwings din Freiburg, Germania);
Kanamicina (Sigma-Aldrich, Germania);
Extract de drojdie (Merck, Germania);

Nicotina (Sigma-Aldrich, Germania);

o~ DN

6-hidroxinicotina (a fost produs prin sinteza chimica si este un cadou generos din partea
Prof. Dr. Roderich Brandsch);
6. Mediu citrat ce contine:
e 2 g citrat de sodiu (Chemical Company, Romania);
e 2 gsulfat de amoniu (Reactivul Bucuresti, Romania);
e 4.92 g fosfat disodic (Reactivul Bucuresti, Romania);
e 3.06 g fosfat monopotasic (Reactivul Bucuresti, Roméania);
e apa distilata 950 ml;
7. Solutie de minerale (Eberwein et al., 1961) ce contine:
e (.75 gclorura de calciu;
e 4.58 g acid boric;
e 3.5 g sulfat de zinc;
e (.22 g molibdat de sodiu;
e 0.22 g sulfat de fier;
e 0.24 g sulfat de mangan;
e 0.1 gsulfat de cupru;
e 0.1 g sulfat de cobalt;
e 2 g fosfat monopotasic;

e 2 gsulfat de magneziu;
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e 7.5 acid etilendiaminotetraacetic (EDTA);
e 1L apa distilata;
8. Boxa cu flux de aer laminar, clasa biologica 2, EBSCO;

9. Incubator cu agitare GFL 3031.

111.1.2. Conditii de crestere

Tulpinile de Arthrobacter nicotinovorans cu plasmidul pAO1 (pAO1+) si farda (pAO1-)
au fost cultivate pe mediu citrat solid. Acest mediu de cultura a fost suplimentat cu antibiotic
(35 pg/ml kanamicind), nicotina (0.05%) si solutie de minerale (5%).

Placile cu mediu citrat solid pe care au fost insamantate tulpinile de A. nicotinovorans au
fost incubate la temperatura optimi de crestere de 28°C timp de 48 de ore.

Pentru cultivarea in mediu lichid (pre-cultura), s-au folosit cate o colonie de pe placa cu
A. nicotinovorans pAO1+ respectiv pAO1-. Aceste colonii au fost inoculate in 10 ml mediu
citrat lichid suplimentat cu extract de drojdie, solutic de minerale (5%), kanamicina
(35 pg/ml) si nicotina (0.05%). Pre-culturile au fost incubate peste noapte intr-un agitator
termostatat la 190 rpm si la temperatura optima de crestere de 28°C.

Volume mari de culturi de A. nicotinovorans s-au obtinut folosind drept inocul pre-
culturi cultivate peste noapte in volume mici (10 ml). Pentru inoculare, s-au diluat pre-
culturile 1:100 si s-au introdus n flacoane Erlenmeyer cu un volum de cinci ori mai mare
decat al culturii propriu-zise urmand apoi sd monitorizam din ord in ora cresterea celor doua

tulpini utilizand spectroscopia UV-VIS.

I11.2. Spectroscopia UV-VIS

Metodele spectrometriei de absorbtie moleculard presupun trecerea unui fascicul de
radiatii prin proba de analizat, urmata de masurarea intensitatii radiatiei transmise (Tofan et
al., 2009)

O metoda simpld, rapida si utilizatd in mod obisnuit pentru a determina o crestere
bacteriana, este de a masura turbiditatea culturii utilizdnd un spectrofotometru. Pe masura ce
numarul de celule din solutie creste, solutia devine tot mai tulbure. Cu toate acestea,
turbiditatea culturii este determinata atat de celulele vii cat si de cele moarte respectiv de alte
particule prezente in mediul de culturd. De asemenea, forma, dimensiunea i compozitia

celulelor pot influenta turbiditatea. Toate aceste motive pot constitui surse de erori la
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stabilirea numarului de celule dintr-o cultura bacteriana prin folosirea spectroscopiei UV-VIS

(Mihasan et al., 2012).

111.2.1. Materiale necesare

Materialele necesare pentru monitorizarea cresterii bacteriene sunt:

1. Mediu citrat lichid steril;

2. Culturi de A. nicotinovorans pAO1+ si pAO1-;

3. Spectrofotometrul Beckman Coulter DU 730 Life Science esential pentru monitorizarea

cresterii celor doud culturi de A. nicotinovorans, cu o serie de parametri functionali

precum:

Diagnosticare de pornire si o serie de controale de sistem pentru a garanta ca
instrumentul efectueaza conform specificatiilor zilnice;

Atat lampa UV cat si cea VIS pot fi oprite automat si independent pentru a proteja
lampile si de a economisi energie;

Lungime de unda fixa;

Se pot analiza proteine, acizi nucleici sau probe enzimatice;

Scanarea este posibila Intr-un intervalul de lungimi de unda cuprins intre 190-1100
nm;

Fascicul focalizat;

Interfata de tip touch-screen;

Stocarea automata sau manuala a datelor (Beckman Coulter®, 2005).

4. Doua cuve de quartz.

111.2.2. Mod de lucru

Cresterea numarului de celule din cele doua flacoane Erlenmeyer determina o

intensificare a turbiditdtii culturii care poate fi Inregistrata prin masurarea cantitatii de lumina

imprastiatd de cultura la o lungime de undd de 660 nm. Cu ajutorul spectrofotometrului, am

masurat densitatea optica (DO).

S-a adus spectrofotometrul la 0 folosind mediu citrat steril (blank). Din ord in ora

(timp de 18 ore), s-au prelevat cate 2 ml din cele doua culturi. Din cantitatea prelevata, 1 ml a

fost centrifugat la 4000 rpm timp de 5 minute urmand apoi si fie stocat la -20°C pentru

analiza HPLC si 1 ml a fost centrifugat in aceleasi conditii, supernatantul fiind analizat la

spectrofotometru la lungimea de unda de 585 nm pentru a monitoriza evolutia pigmentului
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albastru. Depozitul celular a fost resuspendat intr-un ml de mediu citrat lichid apoi s-a citit

extinctia la 660 nm pentru a monitoria cresterea bacteriana.

I11.3. Cromatografia de inalta performanta in mediu lichid (HPLC)

Mikhail Tswett, un botanist rus, a inventat tehnica cromatografica in jurul anului 1900
prin separarea din frunzelor unor plante a pigmentilor fotosintetici folosind o coloand de
carbonat de calciu ca faza stationara si a stabilit prezenta mai multor compusi chimici. Tot el
a inventat termenul “cromatografie” compus din cuvintele grecesti “chroma” (culoare) si
“graphein” (a scrie) deoarece a obtinut benzi colorate in timp ce pigmentii strabateau coloana
(Mallik si Chakravarti, 2008).

Premiul Nobel din 1952 in domeniul chimiei a fost acordat lui Archer John Porter Martin
si Richard Laurence Millington Synge pentru inventarea cromatografiei de partitic. La
inceputul acelei perioade, tehnicile cromatografice s-au dezvoltat rapid si au fost dezvoltate
metode de specialitate pentru separarea moleculelor mult mai mari precum peptide si
proteine. Este interesant de observat ca intr-o metoda ma recenta cum ar fi cromatografia de
inalta performanta in mediu lichid de faza inversa (RP-HPLC), moleculele mici pot fi retinute
pe faza stationard prin partitionare, in timp ce polipeptidele sunt in general retinute prin
absorbtie (Mallik si Chakravarti, 2008).

La sfarsitul anilor 1970, au fost obtinute progrese remarcabile in viteza, calitate si
automatizare in domeniul purificarii de proteine cu introducerea tehnicilor de HPLC (High

Performance Liquid Chromatography) (Mallik si Chakravarti, 2008).

111.3.1. Principiul general al cromatografiei

Termenul de cromatografie cuprinde o serie de metode de analizd sau de separare
preparativd de amestecuri de molecule chimice sau biologice bazate pe elutia lor diferentiala
la trecerea unei faze mobile (eluent) printr-o fazi stationard (coloana). Intr-0 metoda tipica de
cromatografie, amestecurile ce urmeaza a fi separate sunt transportate de faza mobila, ce are
o compozitie constantd sau variabild, prin faza stationard unde are loc elutia. Ca parte a
procesului, componentele separate sunt detectate, colectate si cuantificate in functie de
necesititi. In functie de starea de agregare a fazei mobile, se cunosc doui metode
cromatografice: cromatografia gazoasd (GC) si cromatografia lichida (LC) (Mallik si

Chakravarti, 2008).
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In tehnicile de LC si HPLC, in general, se folosesc coloane (tuburi in care se giseste
impachetata faza stationard). Faza mobila este apoi lasata sa curgd (sau sa strabatd fortat ca in
cazul HPLC) prin faza imobila (stationara). In LC si in HPLC sunt folosite materiale speciale
in alcatuirea fazei stationare ce permit o elutie a fazei mobile cu o presiune moderat-inalta.
Presiunea determind o elutie mai rapidd pe coloana cromatografica. Proba, care este un
amestec din mai multe substante, este introdusa intr-un capat al coloanei urmata de elutia cu
faza mobila spre celalalt capat (Mallik si Chakravarti, 2008).

Tn functie de coeficientii de partititie si distributie dintre faza mobil si cea stationara,
componentele din probd strabat coloana in diferite intervale de timp (timpi de retentie).
Componentele separate din proba sunt colectate la capatul terminal al coloanei, detectate
precum si inregistrate sub forma de grafic. Aceste grafice poartd denumirea de cromatograme
(Figura 1). Ideal, fiecare component este reprezentat in cromatograma sub forma unei curbe
de distributie Gauss (varf — peak) (Mallik si Chakravarti, 2008).

Tn figura 14, primul sau cea mai mici curbi denoti elutia unei solutii care nu este
retinutd in coloana si care trece prin faza stationard cu aceeasi viteza pe care o are faza
mobild. Timpul de retentie corespunzator concentratiei maxime (reprezentat de maximum
peak-ului) a acestei solutii este ty. Timpul de retentie depinde de lungimea coloanei, precum
si de debitul elutiei fazei mobile. Volumul corespunzator fazei mobile (V) este cunoscut
drept spatiul mort al coloanei si este egal cu volumul fazei mobile in jurul si in interiorul
particulelor de faza stationard, in coloana (Mallik si Chakravarti, 2008).

Volumul de faza mobild necesar pentru elutia unei solutii, la concentratia ei maxima,
se numeste volum de retentie (Vgr) si timpul corespunzator este cunoscut drept timp de

retentie (tr) (Mallik si Chakravarti, 2008).
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Figura 14. Reprezentarea schematica a unei cromatograme impreund cu diversi parametri
cromatografici (tm , Vm — timpul, respectiv volumul de retentie a fazei mobile; Vrx), Vrey) —
volumele de retentie a componentelor X si Y din amestec; trx), trey) — timpii de retentie a
componentelor X, respectiv Y din amestec; Wx, Wy — latimea curbelor realizate de cele doua
componente) (Mallik si Chakravarti, 2008)

111.3.2. Descrierea sistemului HPLC
Sistemul HPLC poate varia de la un sistem obisnuit, foarte simplu la un sistem extrem
de sofisticat. Indiferent de gradul de sofisticare al aparatului, sistemul de baza necesar pentru

a realiza o analiza HPLC este ilustrat in figura 15.

Figura 15. Reprezentarea schematica a unui sistem HPLC. Rezervoare cu faza mobila (1),
Degazare eluent (2), Valva de gradient (3), Vas de amestecare a fazei mobile (4), Pompe de
inalta presiune (5), Valva comutata in pozitia de injectare (6), Valva comutatd in pozitia de
incarcare (6'), Bucla in care este injectata proba (7), Pre-coloand — coloand de siguranta (8),
Coloana (9), Detectorul (10), Inregistrator de date — Sistem de date (11), Rezervor de deseuri
sau colector de fractii (12). (Imagine realizatd cu Inkscape de Yassine Mrabet si legenda
reprodusa dupa Meyer, 2004)
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Pompe

Pompa poate fi consideratd inima sistemului HPLC fiind instrumentul care pune in
miscare faza mobila (Noctor, 1995). Pompele din sistemul HPLC trebuie sa fie capabile sa
furnizeze un debit constant si reproductibil de faza mobild spre coloand cu o presiune inalta.
O pompa eficienta trebuie sa indeplineasca urmatoarele cerinte: flux stabil si fara pulsatii,
capacitatea de a oferi o serie de debite adecvate pentru diferite metode de HPLC,

reproductibilitatea debitului (sau a presiunii) si capacitatea de a opera sub o presiune inalta
(Gilbert, 2013; Noctor, 1995)

Injector

Pentru a obtine o eficientd cromatograficd maxima, proba de analizat trebuie introdusa
in varful coloanei ca o banda extrem de ingustd. Presiunile inalte din HPLC necesitd masuri
speciale pentru a introduce proba in cromatograf. Initial, injectia In coloana HPLC a fost a
fost realizata printr-un sept, folosindu-se un ac subtire. Astazi, marea majoritate a sistemelor
HPLC folosesc injectoare de tip valva. Injectoarele pentru HPLC trebuie sa fie capabile sa
introduca proba in varful coloanei, sd functioneze sub o presiune inaltd si sa fie
reproductibile. De asemenea, injectoarele trebuie sd fie fabricate din materiale care sunt
compatibile cu diferiti eluenti. Cel mai frecvent material utilizat este otelul inoxidabil. In mod
obisnuit, sunt utilizate doud tipuri de injectoare: injector cu sept/seringd si injector de tip
valva. Existd mai multe modele de injectoare de tip valva dar toate au anumite caracteristici
comune. De exemplu, toate folosesc o “bucld” care poate fi internd sau externa pentru a

controla volumul probei injectate (Gilbert, 2013; Noctor, 1995).

Coloana cromatografica

Cea mai comuna forma de cromatografie este aceea in care sunt folosite coloane
tubulare in care faza stationara este impachetata (Mallik si Chakravarti, 2008).

Cea mai importantd caracteristici a oricarui cromatograf este coloana, fiind
instrumentul in care are loc separarea cromatografica. Cu toate acestea, importanta sa este
adesea trecutd cu vederea. Cea mai importantd caracteristicd a coloanei care influenteaza
rezultatele o reprezinti dimensiunea acesteia. In general, coloanele (care sunt de obicei
fabricate din otel inoxidabil) sunt de aproximativ 2.5 — 25 cm in lungime si au un diametru
interior de cativa milimetri. Daca coloana este prea scurtd, atunci in mod clar coloana nu va
avea suficienta putere pentru a realiza separarea, iar daca este prea lungd, timpul de analiza se

va extinde inutil. Cele mai frecvente coloane folosite in HPLC au dimensiuni de 10, 12.5, 15
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si 25 de cm. Cele mai multe coloane HPLC au diametrul interior de aproximativ 5 mm,
majoritatea fiind de 4.6 mm (Noctor, 1995).

O rezolutie bund nu poate fi atinsa fara o coloana impachetata cu materiale de inalta
calitate. Totusi, trebuie subliniat faptul ca rezolutia obtinuta de la o coloana bine impachetata
poate fi pierduta usor daca nu se acorda atentie la urmatoarele: tubul de legatura dintre
coloand si detector trebuie sd fie de o lungime si un calibru minim si nu ar trebui sa existe

spatii moarte neantrenate de faza mobila in partea de sus sau de jos a coloanei (Gilbert,

2013).

Detectoare si inregistratoare (sisteme de date)

Tn general, eluentul curge continuu printr-o coloana cromatografica pentru a separa un
amestec de substante. De obicei, un detector este conectat in portul de iesire a coloanei pentru
detectarea opticd a fiecarui component separat si un Inregistrator grafic este conectat la
detector. Detectarea se bazeaza de obicei pe masurarea absorbtiei in UV. De asemenea, un
calculator poate fi folosit pentru a Tnregistra semnalul detectorului (Mallik si Chakravarti,
2008).

Detectoarele folosite in LC trebuie sa functioneze cu inaltd precizie, sensibilitate si
stabilitate si nu trebuie sa afecteze in mod semnificativ separarea realizata de catre coloana.
Sistemele de manipulare a datelor pot varia de la un simplu Tnregistrator grafic care produce o
inregistrare cromatograficd de profil a elutiei pand la sisteme computationale sofisticate

(Gilbert, 2013).

111.3.3. Materiale necesare
Materialele necesare pentru stabilirea unor conditii optime de separare a nicotinei de
6HNic din mediul de culturd a microorganismului A. nicotinovorans sunt:
1. Faza mobila compusa din doua solutii:
e Acid sulfuric 1 mM, 1000 ml (Reactivul Bucuresti, Romania);
e Metanol de puritate 99 %, 1000 ml (Sigma-Aldrich, Germania);
2. Faza stationara este impachetata intr-o coloania Nucleodur® C18ec de fazi inversa (RP)
cu urmatoarele specificatii:
e Recomandatd pentru separarea compusilor: medicamente bazice, neutre sau acide,
pesticide, vitamine liposolubile, aldehide, cetone si compusi fenolici;

e (alitate superioard de Tmpachetare si o buna stabilitate la pH cuprins intre 1-9;
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Separarea se bazeaza pe proprietatea de hidrofobicitate;

Dimensiunea porilor este de 110 A cu particule de 3 um, octadecil (C18), densitate
medie si cu un atom de azot terminal;

Continutul de carbon este de 17.5%;

Deoxidul de siliciu este principalul material din care este fabricatd coloana
(Macherey-Nagel, n.d.)

Dimensiunea coloanei este de 150 mm, iar diametrul este de 4.6 mm:;

3. Sistem HPLC Bischoff (Figura 16) dotat cu:

Doua pompe HPLC — Pump 2250 cu un debit cuprins intre 0.1 - 4.99 ml/min;

Injector cu sept/seringa si cu o bucla pentru proba de 20 pl;

Detector DAD 100 — EU, 100 — OU cu un interval de lungimi de unda cuprins intre
190 — 390 nm;

Sistem de control LC—CaDI 22-14;

Program de inregistrare a cromatogramelor McDADZ100 Control Center;

4. Nicotina (Sigma-Aldrich, Germania);

5. 6-hidroxinicotina (a fost produs prin sintezd chimica si este un cadou generos din partea

Prof. Dr. Roderich Brandsch).

.

Figura 16. Sistemul Bischoff utilizat Tn acest studiu
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111.3.4. Mod de lucru

Etapele parcurse in stabilirea unor conditii optime de separare cromatograficd a

nicotinei de 6HNic sunt urmatoarele:

1.

Pompele au fost amorsate utilizdnd ca faza mobild acid sulfuric si metanol pentru a
elimina aerul din instalatia cromatografica. Debitul utilizat a fost de 1 ml/min. Faza
mobila a fost degazata in prealabil;

S-a echilibrat coloana utilizdnd aceeasi faza mobila pana cand citirea detectorului a
devenit constanta;

Sistemul HPLC a fost etalonat folosindu-se 20 pl din urmatoarele solutii: solutie de
nicotina (0.05%), solutie de 6HNic (0.05%) si un amestec de nicotina si 6HNic (fiecare
avand concentratia de 0.05%). De asemenea, probele au fost scoase de la -20°C
dezghetate si centrifugate la 4000 rpm timp de 5 minute. Dupa centrifugare, 20 ul de
supernatant (din fiecare proba) au fost injectati prin intermediul unei seringi in septumul
injectorului. Injectorul a fost apoi trecut din pozitia de injectare in cea de incarcare
introducandu-se astfel proba in sistemul HPLC.

Dupa injectare, probele au fost supuse analizei cromatografice timp de 15 minute. Pentru
separare, s-a folosit ca fazd mobila acid sulfuric si metanol. In urma consultarii literaturii
de specialitate, au fost selectate anumite conditii de separare a nicotinei de 6HNic. Aceste
conditii presupun modificari la nivelul fazei mobile, mai precis, a raportului dintre acidul
sulfuric si metanol.

La sfarsitul analizei cromatografice, datele au fost inregistrate sub forma unor
cromatograme. In cromatograme, peak-urile au fost identificate automat, insa s-a preferat
identificarea manuald a peak-urilor pe baza timpilor de retentie (tg). Cromatogramele au

fost salvate ulterior sub forma unor rapoarte.
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V1. REZULTATE SI DISCUTII

IV.1. Stabilirea conditiilor optime de separare a 6HNic de nicotina utilizénd

HPLC

In ciuda faptului ca acelasi principiu de cromatografie de inalti performanti in mediu
lichid de faza inversa (HPLC-RP) se aplicd in toate metodele descrise pentru separarea
intermediarilor nicotinici din amestecuri complexe, diferiti autori folosesc faze mobile care

variaza 1n functie de concentratia acesteia (Tabel 5).

Tabel 5. Conditii de separare folosite de diferiti autori pentru a separa sau identifica diferiti
derivati nicotinici

Debit/ Detectare
Referinta

Coloana cromatografica  Faza mobila Raport
Temperatura UV-VIS

Kromasil KR100-5C18,

150mmx4.6mm; Metanol:1 mM 1585 0,5 ml/ min / 210 nm (Wang et
dimensiunea particulei H,SO, ) 30°C al., 2005)
este de Sum
Kromasil KR100-5C18,
150mmx4.6mm; Metanol:1 mM . 0,5 ml/ min / (Tang et
dimensiunea particulei H,SO, 25:75 30°C 207 nm al., 2008)
este de Sum
Kromasil KR100-5C18,
150mmx4.6mm,; Apa ) 0,5 ml/ min / (Tang et
dimensiunea particulei  distilatd:Metanol 7525 30°C 210nm al., 2009)
este de Sum
Grace Alltima C18, 263 nm-
250 mmx4.6mm; Metanol:Apa 0,5 ml/ min / > (Maetal.,
. . . . e 10:90 o 232 nm;
dimensiunea particulei distilata 30°C 2014)
307 nm;
este de Sum
Eclipse XDB-C18,
250mmx*64.6mm; Metanol:1 mM 595 0,5 ml/ min / ) (Liu et al.,
dimensiunea particulei H,SO, ) 30°C 2014)
este de Sum

Consultand literatura de specialitate, diferiti autori au folosit o coloana cromatografica
de faza inversa, octadecil (C18) cu dimensiunea particulelor de 5 um, un debit de 0.5 ml/min
si separarea a fost realizati la o temperaturi de 30°C. Dimensiunile coloanelor
cromatografice au variat de la 15 cm la 25 cm, iar diametrul de la 4.6 mm la 64.6 mm. n

functie de compusii analizati, s-au folosit ca faza mobild amestecuri intre diferiti solventi (apa
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distilata, metanol sau acid sulfuric), iar detectarea UV-VIS s-a realizat la diferite lungimi de
unda.

Tn acest studiu, pentru separarea nicotinei de 6HNic s-a folosit o coloani Nucleodur
Cl18ec de faza inversa asemanatoare cu cele Intalnite in literaturd, insa existd cateva diferente
semnificative. Aceastd coloana are dimensiunea de 15 cm si un diametru de 4.6 mm.
Dimensiunea particulelor este de 3 pm, iar separarea a fost efectuati la o temperatura de 22°C
si debitul folosit a fost de 1 ml/min. Cei doi compusi au fost analizati la 208 nm respectiv 326
nm.

Analizand compozitia fazelor mobile listate in literatura, trebuie sa stabilim un eluent
si un raport optim al componentelor sale pentru a separa nicotina de 6HNic, doi compusi care
difera unul de celalalt printr-o grupare hidroxil.

Tn sistemul HPLC au fost injectate solutii pure de 6HNic, nicotini si un amestec din
cele doud substante. Aceste solutii au fost eluate folosind o faza mobila compusd din acid
sulfuric 1mM si metanol in diferite concentratii. Separarea nicotinei de 6HNic a fost evaluata

pe baza timpilor de retentie a celor doi compusi (Figura 17).

| |
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1 1 1 1 1 1 1
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Figura 17. Cromatograme tipice pentru separarea nicotinei si a 6HNic folosind ca faza
mobild un amestec de metanol si acid sulfuric 1mM 1in raport de 25:75

Initial, s-a observat cd odatad cu cresterea concentratiei de metanol din faza mobild
creste si diferenta dintre timpii de retentie a nicotinei respectiv a 6HNic ducand astfel la o
separare eficientd, Tnsd s-a constatat cd diferenta timpilor de retentie scade atunci cand

concentratia de metanol depaseste 25%.
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Astfel, amestecul de faza mobila care a dat cele mai bune rezultate in ceea ce priveste
diferenta dintre timpii de retentie a nicotinei si a 6HNic s-a dovedit a fi: acid sulfuric ImM si

metanol Tn raport de 75:25 (Figura 18).
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Figura 18. Dependenta timpilor de retentie fata de concentratia de metanol

In urma injectarii in sistemul HPLC a solutiilor de nicotind, 6HNic si a amestecului
dintre cei doi compusi s-au obtinut o serie de cromatograme (subcapitolul VI.1), insa cea mai
eficientd separare a nicotinei de 6HNic a putut fi observata in cele in care s-a folosit ca faza

mobila acid sulfuric si metanol in raport de 75:25.

IV.2. Separarea cromatografica a mediului de culturi din Arthrobacter
nicotinovorans

Studiile anterioare (Hritcu et al., 2015; Mihasan et al., 2013) au demonstrat cd 6HNic are
efectele benefice asupra progresiei patologiei asemandtoare bolii Alzheimer, ameliorand
tulburarile de memorie prin atenuarea stresului oxidativ.

Prin utilizarea standardelor pure de 6HNic si nicotind, a fost posibila stabilirea unei faze
mobile ce poate fi utilizatd pentru a separa eficient acesti compusi foarte asemandtori din
punct de vedere structural. Faza mobila optima identificatd in subcapitolul IV.1. a fost
aplicata asupra mediului de culturd a microorganismului A. nicotinovorans pAO1+ cu scopul

de a separa si izola 6HNic.
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Atunci cand microorganismul A. nicotinovorans pAO1+ este cultivat intr-un mediu citrat
suplimentat cu nicotind, aceasta bacterie utilizeaza nicotina ca sursa de carbon si azot (Igloi si
Brandsch, 2003).

In decursul a 18 ore de crestere, nicotina este degradati si in mediul de culturd se
acumuleaza diversi produsi de metabolism precum si 6HNic, un compus cu potential
biotehnologic. Analiza HPLC a mediului de culturd a acestui microorganism ne-a permis
corelarea cu strictete a principalelor faze de crestere bacteriand cu primii pasi ai caii de
degradare a nicotinei.

Dupa stabilirea fazei mobile optime (acid sulfuric 1mM si metanol in raport de 75:25)
pentru separarea nicotinei de 6HNic, aceasta a fost folosita pentru a separara probele recoltate
din mediul de cultura a microorganismului A. nicotinovorans pAO1+.

Probele au fost injectate in sistemul HPLC si au fost transportate de faza mobila optima
prin intermediul coloanei obtinadndu-se astfel o serie de cromatograme in care au fost
identificati pe baza timpilor de retentie, diversi produsi de metabolism, nicotina si mediul
citrat. Intermediarii metabolici indentificati in mediul de cultura a speciei A. nicotinovorans
pAO1+ sunt 6HNic, pigmentul albastru si un compus necunoscut (Figura 19).

Prezenta In cromatograme a primului intermediar metabolic indicd faptul ca faza

mobila folositd este cea care asigura separarea cromatograficd a 6HNic din mediul de cultura.

ml/min

Compus 2
|
|
|

T
I
I
I
I
-
I
| | I
f\ | | I
\_ Compus 3 i_
| I
I
I
I
I

o1 -—-—+

min

Figura 19. Cromatograma tipica in care sunt prezentati compusii separati din mediul de
culturd a microorganismului A. nicotinovorans pAO1+
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IV.3. Dezvoltarea microorganismului Arthrobacter nicotinovorans pe medii cu
nicotina

Tulpinile de Arthrobacter nicotinovorans (cu plasmid — pAO1+ si fara plasmid —
pAQO1-) au fost crescute in mediu citrat lichid suplimentat cu nicotina, kanamicind si solutie
de minerale.

Capacitatea bacteriei de a degrada nicotina din mediu se datoreaza prezentei in celula
a plasmidului pAOL1 pe care se gasesc gene ce codifica enzimele implicate in aceastd cale
metabolica (Mihasan, 2011).

In natura, specia A. nicotinovorans contine megaplasmidul pAO1, insa tulpina care nu
prezintd acest plasmid (pAO1-) a fost obtinutd in laborator prin cresteri succesive pe medii
lipsite de nicotind dar bogate in glucoza. Prin cultivari succesive pe medii bogate 1n nutrienti,
plasmidul pAO1 nu mai oferd un avantaj evolutiv bacteriei, atfel incat el poate dispare. In
cazul tulpinii pAO1- utilizate, plasmidul nu a fost complet pierdut ci integrat in cromozomul
bacterian. Astfel, genele pentru metabolizarea nicotinei sunt inactivate si aceasta tulpina
poate fi folositd in acest studiu ca un control al dezvoltarii bacteriene in prezenta nicotinei dar
fara a o putea metaboliza.

Primul intermediar metabolic care se formeaza in urma hidroxilarii nucleului piridinic
al nicotinei este 6-hidroxinicotina (6HNic), reactia fiind catalizatd de enzima nicotin-
dehidrogenaza (NDH) (Mihasan, 2011).

Primele cercetari asupra metabolismului nicotinei a microorganismului Arthrobacter
nicotinovorans indica faptul ca 6HNic este prezent in mediul de crestere, insa in cantitati mici
(Hochstein, L. si Rittenberg, 1958).

Pentru a identifica cel mai bun moment de recoltare a celulelor de A. nicotinovorans
pAOI1+ si de a obtine cantitati mai mari de 6HNic este necesard o corelatie strictd intre varsta
culturii microbiene si nivelul consumului de nicotina. De aceea, prima etapa a acestui studiu a
constat in stabilirea clard a duratei specifice a fazelor de crestere in cazul bacteriei
Athrobacter nicotinovorans.

Atunci cand o populatie bacteriand se dezvolta intr-un mediu de culturd lichid, sunt
parcurse patru faze: lag (de intirziere), exponentiald (logaritmicd), stationara si de declin
(Figura 20) (Mihasan et al., 2012)

Faza de lag presupune o adaptare a celulelor bacteriene la noul mediu de viatd. Aceasta
faza este caracterizatd prin absenta cresterii bacteriene. Durata fazei de lag poate fi scurtata

daca bacteriile dintr-o cultura aflatd in faza exponentiala sunt transferate intr-un mediu
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identic. Consecutiv fazei de lag este faza exponentiald in care celulele bacteriene se divid, iar
numdrul lor creste logaritmic. In urma cresterii bacteriene, nutrientii disponibili in mediul de
culturd sunt consumati, scade concentratia de oxigen dizolvat si se acumuleaza produsi de
metabolism. Faza stationara este caracterizatd prin mentinerea unui numar relativ constant de
celule bacteriene, iar la final apare moartea celularda unde numarul de celule scade pe

parcursul fazei de declin (Mihasan et al., 2012).
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Figura 20. Curba de crestere a unei populatii bacteriene in medii de cultura lichide (Mihasan
etal., 2012)

Evolutia culturilor de Arthrobacter nicotinovorans pAO1+ si pAO1- si fazele cresterii
au fost urmdrite prin determinarea numadrului de celule (masurarea turbiditétii) folosind
spectroscopia UV-VIS.

Astfel, cresterea celor doua tulpini de A. nicotinovorans pAO1+ si pAO1- Tn mediu
citrat lichid au fost masurate la 660 nm. Extinctiile au fost folosite pentru elaborarea unei
curbe de crestere (Figura 21). Cresterea a fost la Inceput corelatd cu un indicator primar de
epuizare a nicotinei din mediu si anume acumularea produsului final (pigmentul albastru)
care poate fi urmarita la 585 nm (Figura 22).

Fazele parcurse de o populatie bacteriana care se dezvolta intr-un mediu lichid au fost
identificate si 1n cazul celor doua tulpini de A. nicotinovorans, insd monitorizarea acestora a
luat sfarsit odata cu aparitia fazei stationare.

Dupa 5 ore de lag, cele doua tulpini de A. nicotinovorans (pAO1+ si pAO1-) au intrat
in faza de log, iar dupa 10 ore au fost pe deplin dezvoltate. Odata cu incheierea fazei de lag,
pigmentul albastru caracteristic a inceput sa se acumuleze in mediul de cultura a tulpinii ce

prezintd plasmidul pAOI1.
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Figura 21. Curba de crestere a tulpinilor de A. nicotinovorans pAO1+ si pAO1- pe mediu cu
nicotind

Pe durata fazei exponentiale, in mediul de culturd se acumuleaza intermediari metabolici,
precum 6HNic deoarece metabolismul bacteriilor este unul intens. In faza stationara celulele
de A. nicotinovorans sunt crescute si numarul de celule este relativ constant. Analiza curbei
de crestere indica faptul ca cel mai bun moment de recoltare a celulelor de A. nicotinovorans
pAO1+ pentru a obtine o cantitate maxima de 6HNic este cuprins intre faza de log si cea
stationard adica intre 5 si 18 ore. Pentru a afla cu precizie momentul optim sunt insa necesare

studii suplimentare de dinamica a producerii de 6HNic.
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Figura 22. Acumularea in timp a pigmentului albastru
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CONCLUZII

In urma experimentelor realizate, s-a reusit stabilirea unui protocol de separare a
intermediarilor metabolici ai nicotinei ce apar in mediul de culturd a microorganismului
Arthrobacter nicotinovorans pAO1+. Faza mobild optima pentru separarea nicotinei de
6HNic este compusa din acid sulfuric ImM si metanol in raport de 75:25.

S-a stabilit de asemenea cd utilizarea directa a celulelor de Arthrobacter
nicotinovorans pAO1+ cu scopul de a transforma nicotina intr-un compus cu potential
biotehnologic precum 6HNic este realizabila.

Lucrarea de fatd s-a constituit ca un punct de plecare pentru realizarea unor studii de
dinamica a producerii de 6HNic de citre microorganismul Arthrobacter nicotinovorans. In
urma acestor studii s-a stabilit cd momentul optim de recoltare a celulelor de Arthrobacter
nicotinovorans pAO1+ este dupa 11 ore de crestere pe mediu citrat suplimentat cu solutie de

nicotina (0.05%).
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ANEXE — Cromatograme generate in cadrul acestui studiu
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