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Teza este structutain dou parti principale: Consideratii teoretice si date
din literatur a, In care sunt descrise datele din literatura deiaptate cu privire la
tematicile de cercetare abordatg, Contributii originale care preziri partea
experimental abordai in maniei proprie.

In primul capitol sunt prezentate aspecte generadderitoare la
Saccharomyces cerevisiam eucariot model utilizat ca potgal biosorbent. Sunt
prezenté factorii externi si interni care influeteaz capacitateaSaccharomyces
cerevisiaede preluare a metalelor din mediiile poluate,facsal din mediul aquatic.
in al doilea capitol sunt discutatetmi si date despre metalele grele, evigiedu-se
sursele de metale grele in mediu Tncatijur, impactul metalelor grele asupra
mediului Tnconjuiitor, inde@ratarea metalelor din mediu Tncordjtar, toxicitatea
metalelor grelesi efectul lor asupra celulelor dgaccharomyces cerevisiadn al
treilea capitol sunt prezenatate modale de manipulare a celulelor de
Saccharomyces cerevisigevederea cigerii capacidtii de a acumula metale grele.

Obiectivul principal al acestei teze |-a reprezentdtinerea unor linii de
Saccharomyces cerevisiampabile & acumuleze cantiti semnificative de ioni
metalici cu potetial poluant, precunsi crearea unor sisteme celulare cu rol n
bioremedierea apelor poluate cu metale grele. Amastctiv a fost atins prin studiul
mecanismelor moleculare implicate in bioacumulawedor metalici.

Activitatea prezentétin tez a urmirit cinci directii de cercetare

Bioremedierea apelor contaminate cu metale gretetphnici clasice fizico-
chimice este scunipsi nepotrivita in cazul efluetilor volumincsi care cofin materi
organice complexesi concentrgi mici de metale contaminante. Abdrde
biotehnologice alternative au beneficiat de o @esporiti in ultimii ani. Liniile de
celule modificate prin inginerie genetjccare ar putea hiperacumula metale grele
poate fi un instrument valoros in indejrea unor astfel de ioni din medii apoase.

Prima diregde de cercetare a tezei se réfés olginerea prin mutagen&z
chimica a unor linii deSaccharomyces cerevisiaare $ fie rezistente la concentria
mari de metale grelg, de asemenea, sa fie capabl@sumuleze aceste metale intr-o
forma non-toxi@, cu scopul de a le folosi pentru bioremediereaoapazate sau
contaminate. In urma studiilor efectuate, s-atinoib dou linii de Saccharomyces
cerevisiaetolerante la concentiamari de Nf* si o linie tolerand la concentrgi
ridicate de C9"; aceste linii au prezentat capacitatea de a acumatalele respective

in vacuole. Un aspect important il constituie faptulinile mutante okinute au avut



Lavinia L. Rug Mecanisme moleculianplicate in bioacumularea ionilor metalici

capacitatea de a®ira concentte de ioni metalici din mediu intr-un singur cide
crestere, ceea ce le face buni candida vederea utilizrii lor in procesele de
bioremediere.

in a doua diree de cercetare s-a studiat posibilitatea uiiiizunor linii —
“kamikaze”cu potemial crescut de bioacumulare a metalelor grelecdes sunt ucise
in procesul de bioremediere. Cea mai interésantost linia celular defectiv in
pompa ATP-azig Pmrlp, responsahbilde detoxifierea celular prin excluderea
metalelor prin calea secretorie. S-a demonstdina nul-mutani pmrl4 a avut o
capacitate crescutde a indefrta Mré*, CU/**, C&* sau Cd' din eflueni sintetici,
datoriti abilitatii de a hiperacumula agte cationi.

Datoritai acumudrii crescué a metalelor, liniile celulare mutante a fost mai
eficiente decat cele de tipllsatic in indeprtarea metalelor grele din eflugesintetici
care cofineau cationi in concentia de 1-2 mM, cu o selectivitate ce azad in
ordinea MA*> C*> CU** si, de asemenea, au fost mai eficiente in Tadepea MA*
si Cd** din efluenii sintetici ce cotineau cationi in concentia de 20-50uM,
selectivitatea fiind Mf™> Cd™".

Totodat,, s-a dovedit & celulelepmrls au avut o tendii general de a
acumula cantiti mari de ioni metalici, in compatia cu celulele care exprifrgena
PMR1in mod normal.

A treia direcie de cercetare a uamt obtinerea unor linii hiperacumulatoare
de metale grele, nu prin eliminarea unor gene icapd in detoxifierea celukarci,
dimpotriva, prin supraexprimarea unor gene care codlifransportori pentru ionii
metalici. De asemenea, s-au studiat efectele sxmia®rii genei asupra capadgiii
celulelor de a bioacumula ioni metalici.

Pho84p, este o proteinresponsabil de absortta de Tnali afinitate si
transportul fosfatului anorganic prin membrana mplasc, find de asemenea
implicata in absorba de mi@ afinitate a metalelor grele din celulele de
Saccharomyces cerevisida acest parte a tezei s-a demonstrat i condiiile unui
excedent de ioni metalici, celulele de drojdie cargraexprimi gena PHO84
dobandesc o capacitate crescdé a bioacumula Mf, CU#* sau C6", iar in unele
fenotipuri genetice, celulele devniperacumulatoare

Supraexprimarea gen&HO84 in celulele deSaccharomyces cerevisiae

declaat raspunsul la proteinele incorect pliate (UPR), mediat Irelp, proteina
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Pho84p putand fi gpitd din abundeta doar in celulelarel4 (lipsite de gena care
codifica o kinaz transmembranarce transmite semnalul despre exigigoroteinelor
incorect pliate atre RE). In condiile existenei unui exces de metale grele in mediu,
supraexprimarea gen®HO84 a condus la ceterea acumdtii ionilor metalici Tn
celulele de tip &batic, acumularea fiind exacerbairin deleia genellREL Celulele
pmrl4 (lipsite de gena care codifio pomp ATP-azic de tip P, care transpar€a”

%" in aparatul Golgi), hiperacumuleal?in®* chiar din mediu de cgeere normal,

si Mn
atunci cand supraexringenaPHO84 un fenotip care este destul de limitat la plantel
hiperacumulatoare de metale.

Pentru o mai buh intelegere a mecanismelor implicate in adaptagiea
supraviguirea celulelor la stresul produs de metalele grilea patra dirae de
cercetare s-au studiat efectele expunerii la caratemidicate de metale transmise in
interiorul celulei, prin intermediul mesageruluicaadar C&". Folosind celule de
Saccharomyces cerevisigare exprini o fotoproteir transgeni sensibifi la C&*,
s-a constataticprintre metalele testate, doar excesul d& @dost transmis rapid prin
cresterea [C& .

Celulele de drojdieaspund printr-o crgere brusé a C&" citosolic atunci
cand sunt expuse la €dsi Tn mai mic masur la CUf*, dar nusi cand sunt expuse la
Mn?*, Cd*, Ni**, Zr?* sau HG". Raspunsul la concentgiaridicate de Cd" depinde in
principal de C& extern (transportat prin canalul Cchlp/Midlp), darde C&
vacuolar (eliberat in citoplagirprin canalul Yvclp). Adaptarea la concetiirmari
de Cd* a fost influetati de varigiile apirute in homeostazia €a Datele okinute in
aceast parte a tezei indicfaptul G prezera unor concentta mari de Cd* in mediul
este semnalizatprin desarcari imediatesi bruste de C&' citosolic. Aparent, aceste
desarciri bruste de C&" manifestate prin picuri astte in spectrele de luminiscén
permit adaptarea la conceniranari de Cd*, in timp ce absea semnaliarii prin
[Ca®]s sau deswciri mari si persistente de [GHc: sunt responsabile pentru
hipersensibilitatea la ¢t

Avand in vedere & unele linii celulare care s-au dovedit a fi
hiperacumulatoare de metale grele mor din cauzaité metalelor respective, in a
cincea direge a studiului s-a Tncercat utilizarea unor antiaxii din plante pentru a
proteja celulele de stresul indus de preaenetalelor in celule.

Fructele de Vaccinium corymbosum. Isunt o suisbogat de antioxidantsi

se consider ca consumul lor poate contribui la profecimpotriva stresului oxidativ.
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Patru specii de afine au fost utilizate in studius-a constatat ac extractele cu
continut total ridicat de antocianidine au prezentaetett protector semnificativ tia

de toxicitatea cadmiulugi a HO,. Atat extractele de afine, cat cianidina puf
prezint efecte protectoare tia de expunerea la cadmiu a celulelor, intr-un mod
dependent de dazdar fira a interfera in mod semnificativ cu acumularea datim

n celulele de drojdie.

S-a demonstrat astfel cextractul deVaccinum corymbosurare un efect
protector fai de celulele d&accharomyces cerevisiagpuse la ionii de Cd, unul
dintre cele mai toxice metale studiate.

in lumina datelor prezentate, dintre substintestate, extractele de afine pot
fi considerate drept candiianteresan pentru protejarea celulelor @&&ccharomyces
cerevisiae potenial utilizabile ca bioremediatori ai apelor contae cu ioni

metalici, avand efecte benefice impotriva expuar@d™.
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