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“Viata este distinctda, fata de celelalte fenomene naturale,
printr-o singurd trasdturd: ea are un program ... (care este)
inscris intr-o substantd unicd, substanta genelor...”
Salvador Luria

genetician

Laureat al Premiului Nobel

Ultimele decenii se caracterizeaza printr-o dezvoltare rapida a
bazelor tehnologiilor biologiei  moleculare. Descifrarea
genomului uman a produs un decalaj vizibil intre informatiile
pe care le putem obtine in baza microscopiei electronice
vizavi de mijloacele molecular-biologice. Ritmul intens al
acumularii datelor lasa prea putin timp sistematizarilor,
analizelor critice si conceptualizarilor riguroase.
Medicina actuala este o medicina moleculara, avand

urmatoarele realizari:

¢ elucidarea mecanismelor patogenice ale bolilor genetice si
a celor cu predispozitie genetica (cancer, boala
coronariand);
diagnosticul genotipic: presimptomatic sau prenatal;
farmacologia genomica - blocarea expresiei sau replicarii
genelor mutante (SIDA);

¢ terapia genica - introducerea de gene normale in celulele
somatice ale unor bolnavi cu gene mutante;

¢ profilaxia individualizata a bolilor.
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Cuvant inainte

Cursul de Biologie Moleculara ofera studentului—-medic o
intelegere ampld privind functiile celulei in termeni moleculari.
Aceste cunostinte vor fi utile si pentru intelegerea mai profunda
a continutului unor discipline tradifionale ca: histologia,
citologia, anatomia, embriologia, fiziologia, genetica si evolutia.

Cursul de Biologie Moleculara prezinta intr-un mod
foarte sumar ipotezele privind structura morfologica si
moleculard a celulei, organizarea si functiile componentelor
celulare In termeni moleculari si procesele genetice de baza
exprimate la nivel celular. O realizare importanta a cursului este
si redarea cunostintelor contemporane cu privire la unele aspecte
patologice ale celulei — anomaliille membranelor si
citoscheletului si ontogenetice — senescenta si moartea celulara,
cit si a elementelor de bazd ce determina evolutia malignad a
celulelor. Cursul prevede necesitatea ulterioara de integrare cu
informatiile ce vor fi prezentate mai detaliat la alte discipline,
cum ar fi: genetica, biochimia, fiziologia, virusologia,

microbiologia, histologia, anatomia etc.



**k*

Cu ocazia tipdririi acestei carfi avem posibilitatea sd le
exprimam gratitudinea noastrd tuturor care au contribuit la
realizarea acestui curs.

In primul rand dorim si multumim D-lui conferentiar,
doctor in stiinte biologice Nicolae Barbacaru, seful laboratorului
de Biologie Moleculard la Institutul de Genetica a ASM, care
ne-a inspirat interesul catre aceastd ramurd a biologiei, ne-a
sfatuit si ne-a coordonat partea stiintifica a acestui curs.

Recunostinta noastra este indreptatd spre prim-vice
Rectorul USMF “N.Testemitanu” Profesorul Petru Galetchi care
ne-a Incurajat editarea acestui curs.

In mod deosebit dorim si multumim recenzentilor
Cursului dat D-lui Decan al Facultatii de Medicina Generala
conferentiar Nicolae Esanu, D-lui Profesor Leonid Lisii, D-ei
doctor habilitat in stiinte biologice Galina Lupascu, sefa

laboratorului de Imunogenetica la Institutul de Geneticd a ASM.



Elementele esentiale pe care studentul

trebuie sa le cunoasca:

Biologia moleculara este disciplina care studiaza organizarea
si structura moleculara a celulelor si cooperarea acestora
intru realizarea unui organism atat de complex ca fiinta
umana.

Celula normala este o celula care receptioneaza si
coordoneaza semnale biologice complexe, provenite de la
surse foarte diferite, si la care ea raspunde printr-0 expresie
corecta a functiilor de diferentiere si proliferare.

Substratul material al ereditatii si variabilitatii organismelor
vii este reprezentat de ADN - principalul detinator de
informatie geneticd pe care o realizeaza in procesul sintezei
proteinelor. Prin replicarea fideld a moleculelor de ADN
acest mesaj se transmite descendentilor, astfel asigurandu-se
continuitatea vietii.

Spre deosebire de celulele procariote care sunt construite
dintr-un singur compartiment limitat de o membrana
plasmatica, celulele eucariote sunt constituite din multiple
compartimente functional distincte, fiecare fiind delimitat de
membrana proprie. Aceste compartimente care prezintd in
fond o colectie de structuri subcelulare, au fost denumite
organite celulare. Fiecare organit joacda un rol unic in
cresterea si metabolismul celulei si contine o colectie
specifica de enzime si alte molecule specializate.
Comunicarea intre aceste compartimente se face printr-un
sistem complex de distributie care asigurd trecerea
produselor specifice dintr-un compartiment in altul.
Organismele multicelulare depind de capacitatea celulelor
eucariote de a-si exprima informatia ereditara intr-un mod
diversificat (diferentierea celulard), realizarea asocierii
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celulelor si stabilirea unui sistem de conexiune intercelular.
La om Intalnim mai mult de 200 tipuri celulare, care apar in
mod net distincte. Acestea stau la baza formarii diferitor
tipuri de tesuturi. Cresterea si diferentierea celulelor se
realizeaza dupa un program genetic bine stabilit. Unele gene
sunt activate sau represate n functie de necesitatile celulelor.
Diviziunea mitoticd std la baza multiplicarii celulelor,
asigurd cresterea organismului pluricelular, determina
citologic biomasa organismului. La organismele cu
reproducere sexuatd existd un tip deosebit de diviziune —
meioza, proces prin care din celule cu nuclee diploide
rezultd celule cu nuclee haploide — gametii. Prin contopirea
gametilor haploizi se formeaza zigotul diploid (celula unica)
care sta la originea dezvoltdrii organismului. Declansarea,
derularea i succesiunea evenimentelor implicate 1in
diviziunea celulara se afla sub controlul a numerosi factori
intra- si extracelulari: formarea si disocierea complexelor
ciclina-protein kinaze dependente de ciclina (cdk); proteine
senzor ale cresterii celulare; factori de crestere; densitatea
celulara; proteine inplicate in adeziunea celulara; proteine
codificate de antioncogene (pRB, p53).

Pe langa proliferare si diferentiere, in organism, celulele a
caror functie este epuizata, sunt inlaturate si inlocuite de
celule tinere. Inliturarea este un proces fiziologic si a fost
numit apoptozi. In mod obisnuit apoptoza asigurd
homeostazia organelor prin participarea la turnover-ul
celular. Procesul apare in cursul dezvoltarii normale a
embrionului, involutia organelor provizorii, pierderea
celulelor interdigitale la embrionul uman, selectia clonala in
sistemul imun.

Capacitatea proliferativa a celulei normale este controlata de
gene care stimuleaza (protooncogene) si de gene care inhiba
(antioncogene) multiplicarea celulard. Cancerul apare din
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cauza unui dezechilibru dintre cele doua seturi de gene,
favorizand proliferarea nelimitata.

& Biologia moleculard s-a dezvoltat datoritd aparitiei unor noi
tehnici avansate de microscopie electronica, folosirii
culturilor celulare, realizarii anticorpilor monoclonali,
tehnologiei ADN-recombinant, manipularii genice si stiintei
computerilor, factori care au demonstrat  puterea lor
analitica si au permis unificarea experimentului biologic, a
substratului molecular si a terminologiei.

Importanta practica

a cunostintelor acumulate de studenti la cursul de

BIOLOGIE MOLECULARA:

Cunoasterea organizdrii si a functiilor celulei normale va
asigura studentului un suport substantial pentru intelegerea
cunostintelor necesare altor discipline §i perceperea mai buna a
fenomenelor patologice la nivel celular si molecular. in plus,
studentul si viitorul medic sau cercetator va putea Intelege si
chiar contribui (daca are si imaginatie) la elaborarea unor noi
medicamente cu actiune specificd, unor noi strategii In
prevenirea, diagnosticul si terapia numeroaselor boli.

Descoperirea tehnicilor de analizd directa a genei -
tehnica ADN-ului recombinat - constituie o revolutie
tehnologica 1n biologie si medicina.

Pentru orice maladie, debutul, starea si finalitatea
alterarilor au un singur sediu — celula — cu infrastructurile sale
specifice 1n functie de calitatea si topografia acestora. De aceea
viitorul medic urmeaza a fi neaparat familiarizat cu bazele
moleculare ale organizarii celulelor Tn norma si patologie.



SISTEME BIOLOGICE

Sistemul biologic la nivel molecular reprezintd un
complex de biopolimeri (acizi nucleici, proteine, lipide, glucide)
ce interactioneaza Iintre ei, asigurand fluxul permanent de
informatie, energie §i materie. Programul activitatii sistemului
biologic este inscris in macromoleculele de ADN. Realizarea
acestuia se efectueaza prin intermediul diferitor tipuri de
proteine.

Organizarea sistemelor biologice

Sistemele biologice se caracterizeaza printr-0 Serie de
particularitati:
— autoreproducerea — proprietatea sistemelor biologice de a
forma sisteme noi prin divizarea unor sisteme initiale (de ex.,
1 molecula ADN — 2 molecule ADN; 1 celula — 2 celule;
etc.). Are ca bazd proprietatea moleculelor acizilor nucleici de a
se replica.
— autoconservarea — proprietatea sistemelor vii de a raimane
neschimbate in timp (de ex., existenta speciilor de-a lungul
timpului). Se bazeaza pe capacitatea acizilor nucleici (ADN) de
a se replica, formand molecule noi cu acelasi confinut si
structura §i pe cea de repartizare uniformd a materialului
genetic n timpul diviziunilor celulare.
— autoreglarea — capacitatea sistemelor biologice de a se
regla singure. Se realizeaza dupa un mecanism feedback prin
care rezultatul final al unor procese regleazd procesul in
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intregime (de ex., cantitatea de hormon in sange determina
activitatea glandei care elimind hormonul; numarul de indivizi
dintr-o populatie determina rata natalitatii).

— metabolismul — reprezinta schimbul de substante din
cadrul organismului. Metabolismul se caracterizeaza prin
selectivitate (preluarea din mediu nu a oricaror substante, ci
doar a celor necesare) si specificitate (proprietate prin care
substantele nutritive preluate din exterior sunt transformate in
substante mai simple, din care apoi se sintetizeaza molecule
caracteristice organismului dat).

— echilibrul dinamic — insusirea care explica in cel mai inalt
grad modalitatile de pastrare a individualitdtii, organizarii si
functiondrii unui sistem in cadrul anumitor limite, n timp si n
spatiu. Mentinerea echilibrului dinamic a starii de homeostazie
a sistemelor biologice se realizeaza in baza mecanismelor de
autoreglare.

— integralitatea — capacitatea sistemului de a functiona ca un
tot intreg in raport cu mediul, fiind compus din subsisteme
ierarhizate (de ex., un organism este format din organe
subordonate, care la randul lor constau din tesuturi, formate din
celule etc.).

Nivele de organizare a sistemelor biologice

Materia vie are citeva nivele de organizare, enumerate
mai jos de la de la micro- spre macronivele.

Molecular — reprezentat de moleculele din care sunt
formate organismele. In compozitia materiei vii sunt prezente
atat substante anorganice (apa, ioni anorganici), cit si substante
organice. Dintre acestea o importantd decisiva o au biopolimerii
(acizi nucleici, proteine, polizaharide), dar si substantele mai
simple, cum ar fi mono-, di-, oligozaharidele si lipidele.



Celular — reprezentat de celule atit procariote, cat si
eucariote; atdt cele ce duc o viatd solitard, cat si cele din
componenta organismelor pluricelulare.

Scara obiectelor biologice

Nivel celular

Ameha 1002m
S0pm
Majoritatea celulelor Nivel subcelular
eucariote
logm 10pm
Diametrul
nucleului
Spm Spm
Majoritatea celulelor
procariote
Mitocondria lgm .
Lpm # Nivel molecular
Cel mai mare virus 300 nm Lungimea moleculei
Cromozomul de colagen 300 nm
metafizic 200 wm
Cea mai mici bacterie 100 nm
o Diametrul
Cel mai mic virus 20 nm rihozomului 20 nm
6 Diametrul unei 4 nm
lam=10""m proteine globulare
Lun=10"m
1gm = 1000 nm
Diametrul unui 05 nm
aminoacid
Diametrul atorului 03 nm
de carhon




Tisular - celulele specializate cu functii si structura
similare formeaza tesuturi. Prin asocierea programata a diferitor
tesuturi se formeaza organe si sisteme de organe ce asigurd
fiziologia organismului pluricelular.

Individual — reprezentat de organisme separate,
acelulare (virusuri), monocelulare (procariote si eucariote) si
pluricelulare.

Populational — grupuri de indivizii din aceeasi specie,
separate geografic.

Biocenotic — totalitatea comunitatilor de organisme vii
ce convietuiesc pe un anumit teritoriu.

Biosfera — ansamblul materiei vii de pe Pamant.

Formele acelulare de viata
Existd entitdti biologice care nu se incadreaza in definitia
viului si nu se caracterizeaza prin toate proprietatile materiei vii:
autoreproducere, autoreglare, autoregenerare. Acestea sunt
virusurile si prionii, care nu au un metabolism propriu si nu se
inmultesc in afara gazdei pe care o paraziteaza. Acesti agenti
sunt niste paraziti obligatorii care provoacd boli la diferite
organisme. In timp ce virusurile ocupi o pozitie intermediara
intre materia vie §i cea nevie, prionii sunt doar niste agenti
infectiosi si nu pot fi clasificati la organismele vii.

Virusurile
Din punct de vedere structural, virusurile sunt formate
dintr-o capsulad proteicd, numitd capsida, in interiorul careia se
contine o moleculda de ADN sau ARN mono- sau bicatenar (fig.
1.1). Uneori pot avea la suprafatd o membrana, care provine din
membrana gazdei distruse. Capsida virala poate avea cele mai
diverse forme: sferica, ixoedrica, de bastonas etc.



Capsida
T T,
e
A Fihre Placa hazala B

Fig. 1.1. Structura unor virusuri
A - virusul mozaicului tutunului
B - bacteriofagul A

Dimensiunile virusurilor variaza in limitele 20-250 nm.
Atunci cand virusurile se afla in afara celulei-gazda ele sunt
inerte din punct de vedere metabolic — nu se inmultesc, nu
consuma si nu elimind nimic in exterior. Astfel, virusurile
reprezint paraziti genetici obligatorii. In momentul contactului
particulei virale cu celula-gazda, materialul genetic al
parazitului este injectat in interiorul gazdei. Utilizand resursele
si aparatul enzimatic al gazdei are loc multiplicarea particulelor
virale, urmata de distrugerea celulei. Astfel de multiplicare
poartda denumirea de ciclu litic. Unele virusuri pot raméane in
stare latentd mai mult timp, fiind integrati in ADN-ul gazdei,
aceasta stadie numindu-se profag. Sub actiunea anumitor
factori din exterior are loc inductia sau reactivarea virusului.
ADN viral se excizeaza din genomul gazdei si se transfera in
citoplasma. La aceasta etapa este cunoscut sub denumirea de
virus vegetativ. Particulele virale se multiplica pe baza
sistemului metabolic celular, dupa care are loc distrugerea
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gazdei. Acest tip de virusuri se numesc virusuri cu ciclu
lizogenic (fig. 1.2).

Ciclul litic 1 Ciclul lizogenic

Lizarea celulei/
4

( ) / \
gEg.E |\ Multiplicare ,l
g S D)e

Inductie l

poo

Fig. 1.2. Ciclul 1litic si ciclul lizogenic de dezvoltare a
bacteriofagilor.

1 - celula-gazda; 2 - ADN-ul gazdei; 3 - capsula virala; 4
ADN viral; 5 - ADN viral integrat in ADN-ul gazdei; 6 -
particule virale noi

O trdsaturd caracteristicdi pentru virusuri  este
specificitatea inaltd fatda de celulele infectate, aceasta fiind
determinatd atat de specie, cat si tesutul infectat. Totodata,
exista virusuri care pot infecta cateva specii inrudite. Virusurile
sunt agenti patogeni care provoacd foarte multe boli: gripa,
raceala, SIDA, herpesul, hepatitele, poliomielita etc. De
asemenea, unele forme de cancer se asociaza cu infectiile virale.
Prin infectia diferitor organisme virusurile pot transporta
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informatia geneticd de la un individ la altul, sau chiar intre
indivizii diferitor specii.

Prionii

Prionii reprezinta niste secvente de peste 250 aminoacizi,
dar spre deosebire de proteinele celulare obisnuite, care se
sintetizeaza pe baza ARNm, pentru prioni nu este caracteristica
existenta unor ARNm corespunzdtori. Ei prezintd rezultatul
degradarii incomplete a unor proteine celulare normale. Ca
rezultat al actiunii acestor agenti patogeni, proteinele normale isi
modifica conformatia, ceeca ce le face incapabile de a mai
functiona normal. Prionii  sunt cauza unor boli
neurodegenerative si musculare. Adesea bolile reprezinta niste
encefalopatii spongiforme care duc la degradarea creierului.
Astfel de maladii se intdlnesc atat la oameni, cat si la animale
(mai ales bovine si ovine). Una dintre cele mai raspandite este
scarpia, intalnita la vitele mari cornute. Dintre bolile umane
cauzate de prioni cea mai cunoscuta este Kuru, intalnita intre
aborigenii din Papua Noua Guinee, la care este raspandit
canibalismul ritual, el fiind si mijlocul de transmitere a agentului
infectios. Bolile prionice pot fi de asemenea mostenite cu
frecventa 1:1000000.

Celula — unitatea elementara structural-functionala

a viului
Celula reprezinta un sistem complex, caracterizat prin:

° autoreproducere;
e autoreglare :
e autoreinnoire.
Fiecare celula este delimitatd de mediul extern printr-0
membrand plasmaticda care are o structura lipoproteica (fig.
1.3). Membrana plasmatica (plasmalema) permite
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individualizarea celulelor, realizarea schimbului de substante
dintre mediul intern si cel extern, astfel autoregland compozitia
chimica a celulei. Toate celulele contin  material genetic sub
formi de ADN. In moleculele de ADN se contine informatia
despre organizarea si functionarea fiecarei celule. Datorita

Membrang celulara

N/
Aparat de sinteza a proteinelor Aparat genetic (ADN)

Fig. 1.3. Componentele principale ale celulelor

capacitatii moleculelor de a se autoreproduce, celulele nou
formate contin acelasi material ereditar. In celulele organismelor
pluricelulare se contine ADN cu acelasi mesaj genetic. In
functie de localizarea moleculelor de ADN — in citoplasma sau
nucleu, toate celulele se clasifica in procariote si eucariote.

Un alt component obligatoriu al celulelor este
reprezentat de citoplasma, in care se desfasoara toate procesele
metabolice celulare — sinteza si degradarea substantelor,
obtinerea energiei etc. In citoplasma este localizat si aparatul
de sintezd a proteinelor — component obligatoriu al fiecarei
celule. Sinteza proteinelor se efectueaza in baza moleculelor de
ARNm cu ajutorul ribozomilor si a moleculelor ARNt .

Celulele procariote
Din procariote fac parte bacteriile, micoplasmele,
cianobacteriile (algele cianofite). Toate procariotele sunt
organisme monocelulare sau coloniale, aerobe sau anaerobe, cu
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dimensiuni 1-10 um. Celulele procariote se caracterizeaza prin
lipsa nucleului bine evidentiat, materialul ereditar reprezentat
prin molecule de ADN inelar (fig. 1.4), plasat direct in
citoplasma si numit nucleoid.

Mezozom

Nucleoid

Ribozomi

Perete Plasmalemi

celular
Fig. 1.4. Structura generala a unei celule bacteriene

O altd insusire distinctivda a procariotelor este lipsa
organitelor mebranare. Sistemele enzimatice sunt localizate in
citoplasmad, pe plasmalema sau pe mezozomi. Sinteza
proteinelor la procariote se efectueaza cu ajutorul ribozomilor
cu coeficientul de sedimentare 70S (50S + 30S). Reproducerea
celulelor se realizeaza prin diviziune directd (amitoticd). Multe
bacterii au un rol patogen important, fiind cauza numeroaselor
boli infectioase (tuberculoza, pneumonia, meningita, sifilisul,
holera, difteria). Unele bacterii (Escherichia coli) sunt utilizate
in biotehnologia moderna: producerea medicamentelor,
obtinerea unor substante biologic active, clonarea genelor.
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Celulele eucariote

Eucariotele reprezintd celule nucleate, de regula cu
dimensiuni cuprinse intre 10-1000 um, care formeaza
organismele monocelulare, coloniale si pluricelulare. Nucleul
contine majoritatea ADN-ului celular si este principalul loc
unde se desfasoara sinteza ARN-ului. Citoplasma din jurul
acestuia este formata din citosol si organite celulare (reticulul
endoplasmatic, aparatul Golgi, mitocondriile, lizozomii,
peroxizomii) aflate in suspensie (fig. 1.5). Membranele,
organitele sau particulele din interiorul celulei au functii
speciale, determinate de setul de proteine pe care il contin.
Celulele eucariote se inmultesc prin mitozd si meioza.
Metabolismul, de reguld, se caracterizeaza prin respiratie
aerobd. Celulele vegetale sunt autotrofe sau mixotrofe, iar cele
animale sunt heterotrofe.

Microfilamente

Centru celular

Nucleu

Nucleol

Ribozomi

endoplas
neted

MitoCondr

Reticul TRl
endoplasmatic :
rugos i
R Plazmalema
Aparatul Golgi %
Lizozom

Fig. 1.5. Schema celulei eucariote
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Celulele organismelor pluricelulare se grupeazd formand
tesuturi, care alcatuiesc organe cu functii specifice in organism.

Metodele de studiu utilizate in cercetarea
celulelor

La studierea obiectelor mici apar dificultati, deoarece
capacitatea de rezolutie a ochiului omenesc este de ~0,1 mm
(100p). De aceea, pe larg sunt utilizate metodele microscopice
si cele biochimice.

Microscopia in spectrul vizibil al luminii. Se
efectueaza cu ajutorul microscoapelor fotonice (optice). Pot fi
studiate organisme monocelulare, celule separate din culturi
celulare sau sectiuni fine prin tesuturi. Preparatele necesita a fi
fixate, apoi colorate in mod special. Mai rar se studiaza celule
vii. Spectrul vizibil al luminii cuprinde raze cu o lungime de
undd A = 400 — 700 nm, de aceea capacitatea de rezolutie
sporeste pana la 200 — 350 nm (0,2 — 0,35p).

Microscopia in ultraviolet (UV). Razele UV, avand o
lungime de unda mica (A = 260 — 280 nm), permit studierea
preparatelor cu o capacitate de rezolutie de 130 — 140 nm (0,13
— 0,14p). Pentru realizarea studiului sunt necesare microscoape
cu lentile speciale, care permit trecerea razelor UV.

Microscopia “in camp intunecat”. Se realizeaza in
spectrul vizibil al luminii, la o iluminare laterald a obiectului.
Lumina nu trece prin obiectul de studiu, ci se reflecta de la el.
Pot fi studiate celule vii. Capacitatea de rezolutie este sub 0,21

Microscopia cu contrast de fazid. Deoarece diferite
molecule si structuri celulare au o capacitate de refractie diferita,
pot fi studiate celule vii, fard o fixare i colorare prealabila.

16



Microscopia cu polarizare.  Se utilizeaza pentru
studierea structurilor celulare care polarizeaza lumina (de ex.,
fusul de diviziune, miofibrilele).

Microscopia cu fluorescenta. Fluorescenta este
proprietatea unor compusi chimici de a lumina in cazul
absorbtiei luminii de o anumitd lungime de unda. Spectrul
luminii fluorescente este deplasat spre o lungime de unda mai
mare. De exemplu, clorofila iluminatd cu raze UV, apare de
culoare rosie. Pot fi studiati de asemenea si alti pigmenti, cat si
vitamine, hormoni in celulele vii.

Microscopia histocitochimica. Se bazeaza pe fixarea si
Colorarea specificd a anumitor structuri sau molecule cu
coloranti speciali (de ex., fuxina bazica — pentru acizii nucleici;
sudanul negru — pentru lipide etc.).

Citofotometria. Se efectucaza determinarea cantitatii de
substante organice pe baza absorbtiei luminii de o anumita
lungime de unda specifica pentru diferite clase de compusi (de
ex., absorbfia maxima pentru acizii nucleici — A = 260 nm;
pentru proteine — A =280 nm).

Imunofluorescenta. Permite studierea repartizarii
diferitor substante pe baza reactiilor imunochimice prin
utilizarea anticorpilor marcati cu agenti fluorescenti.

Autoradiografia. Initial culturile celulare se cresc pe
medii speciale, care contin precursori radioactivi (nucleotide,
aminoacizi). Dupa fixare si colorare, preparatele se acoperad cu
un strat fin de emulsie fotografica, care permite identificarea
locurilor in care s-a incorporat precursorul radioactiv.

Microscopia electronica cu transmisie. Utilizeaza un
fascicul de electroni in locul luminii. Capacitatea de rezolutie
este de pana la IA, adica poate fi atinsa o marire de 108 ori. Ca
obiecte de studiu servesc sectiuni ultrafine prin preparatele
fixate §i contrastate cu agenti speciali (saruri ale metalelor
grele).
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Microscopia electronica cu scanare. Se caracterizeaza
prin obtinerea imaginilor in volum, obiectul cercetat fiind
acoperit cu un strat subtire de metal (Au). Puterea de rezolutie
este mai micd decdt cea a microscopiei electronice cu
transmisie, insd poate fi evidentiatd configuratia exacta a
structurii analizate.

Fractionarea componentelor celulare. Celulele
cercetate se distrug prin omogenizare mecanicd sau cu
ultrasunet. Fractiile de organite se pot separa fie prin
centrifugare la diferite viteze, fie prin centrifugare utilizand
gradiente de concentratie.

Analiza biochimica. Celulele, tesuturile si lichidele
corpului pot fi analizate pe cale biochimica, punand in evidenta
componentele proteice, lipidice, glucidice.

Analiza molecular-genetica. Se realizeaza studiul
moleculelor de acizi nucleici in ce priveste numarul de copii a
genelor per genom, nivelul de transcriptie, structura primara,
detectia mutatiilor. Tehnicile de biologie moleculard sunt bazate
pe manipuldrile ADN-ului recombinat.

Unele realizari importante in biologia celulei

1590 Jansen a inventat microscopul, cu care marirea
imaginii se realiza prin unirea a doua lentile

1665 Robert Hook, utilizind un microscop perfectionat, a
studiat structura plutei si pentru prima datd a utilizat
termenul de celulad pentru descrierea unitatilor
structurale, din care sunt constituite acest tesut.

1650 Antoni van Leeuwenhoeck cu ajutorul unor lentile

—1700 simple bine slefuite (x200) a examinat embrioni $i
diferite  organisme unicelulare, inclusiv bacterii.
Pentru prima data bacteriile au fost descrise in 1676.

1827 Dolland a imbunatatit calitatea lentilelor, astfel a
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1831
—-1833
1838
-1839

1840

1855

1866

1866
—-1888
1890
1898
1887
—-1900

Anii
1930
Din
1946

1950

crescut mult interesul fata de microscop.

Robert Brown a descris nucleul ca un corpuscul
sferic ce se prezinta in celulele vegetale.

Botanistul Schleiden si zoologul Schwann au imbinat
ideile diferitor cercetatori si au formulat teoria
celulard, postulatul de baza al careia era, ca unitatea
structurald si functionald de baza a organismelor vii
este celula.

Purkinje a propus denumirea de protoplasma pentru
continutul celular, fiind convins cd anume ea (dar nu
peretii celulari) reprezinta substanta vie. Mai tarziu a
fost introdus termenul de citoplasma (citoplasma +
nucleu = protoplasma).

Virchov a demonstrat ca celulele se formeaza din alte
celule prin diviziune celulara.

Haeckel a determinat ca pastrarea si transmiterea
caracterelor ereditare o realizeaza nucleul.

A fost studiatd minutios diviziunea celulara si au
fost descrisi cromozomii.

Au fost descoperite mitocondriile.

A fost descoperit aparatul Golgi.

Perfectionarea microscopului, a metodelor de fixare,
colorare §i preparare a sectiunilor. Una din ramurile
citologiei devine citogenetica, ce studiaza rolul
nucleului in transmiterea informatiei ereditare.

mult mai mari in vizualizarea structurilor celulare.
Microscopul electronic este foarte raspandit in
biologie, ceea ce a permis cercetarea ultrastructurii
celulei.

Descoperirea ribozomilor de savantii A. Claude,
K.R.Porter, G. Palade.

19



N

oA~

Verificarea cunostintelor:

Definiti notiunile: sistem biologic, celuld, virus, eucariote,
procariote, prion, autoreproducere.

Care este obiectul de studiu al biologiei moleculare?

Care sunt proprietatile fundamentale ale sistemelor
biologice?

Care sunt nivelele de organizare a materiei vii?

Care sunt metodele de studiu a sistemelor biologice?

Care sunt particularitatile celulelor eucariote?
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ORGANIZAREA CHIMICA A MATERIEI VII

Elementele chimice cel mai frecvent intalnite In materia vie
sunt H, C, N, O, P, S (numite elemente organogene) care
reprezintd in medie 99% din masa organismelor si stau la baza
unui numdr impundtor de compusi, caracterizati printr-0
stabilitate 1inaltd si interactiune lentd intre ele cu apa sau alti
componenti celulari. In tabelul 2.leste prezentatd compozitia
elementard a unuia dintre cele mai studiate organisme vii —
bacteria Escherichia coli.

Tabelul 2.1. Compozitia elementard a E. coli (concentratia
procentuala raportata la masa uscatad)

Elementul % Elementul %
C 50 K 1
0] 20 Na 1
N 14 Ca 0,5
H 8 Mg 0,5
P 3 Cl 0,5
S 1 Fe 0,2

In compozitia materiei vii se contin atit molecule
organice, cit si anorganice. In tabelul 2.2. sunt expuse
principalele tipuri de molecule si numarul aproximativ de
molecule per celula.

21



Tabelul 2.2. Compozitia molecularda a organismelor vii

. Numarul
9
Substante din celula bacteriani o qm masa . | tipurilor de
totala a celulei
molecule

Apa 70 1
loni neorganici 1 20
Hidrati de carbon si precursorii lor 1 250
Aminoacizi si precursorii lor 0,4 100
Nucleotide i precursorii lor 0,4 100
Acizi grasi si precursorii lor 1 50
Alte molecule mici 0,2 ~ 300
Ma_cromo_lecule (proteine, acizi  nucleici, 2% ~ 3000
polizaharide)

Componenta neorganica a organismelor vii

Apa si rolul ei in organismele vii

Intre componentii neorganici ai celulei cea mai intalnita
este apa. Molecula de H,O reprezinta un dipol electric, ceea ce
in mare masura determina proprietatile sale unice si functiile de
baza care sunt enumerate in continuare.

Proprietatea de solvent. Moleculele solubile in H,O se
numesc hidrofile. La ele se refera compusii ionici (de ex.,
saruri, acizi, baze) care in apa disociaza In ioni, cat si unii
compusi organici — posesori ai unor grupuri functionale
purtatoare de sarcina (alcooli, glucide). Moleculele nepolare nu
se combind cu apa si sunt numite hidrofobe (de ex., grasimi).

In rezultatul combinarii apei cu diferite substante se pot
obtine urmatoarele sisteme:

» Solutii — se obtin la dizolvarea substantelor (de ex., apa +
sare, apa + zahar);

» Suspensii — se obtin la combinarea apei cu substante
insolubile solide, care, in dependenta de densitatea lor, se
lasa la fund sau se ridica la suprafata (de ex., apa + nisip, apa
+ sulf);
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» Emulsii — se obtin la combinarea apei cu substante
insolubile lichide. Fazele se separd prin decantare (de ex.,
apa + ulei; laptele);

» Solutii coloidale — se obtin la combinarea apei cu substante
cu greutate moleculard mare; decantarea nu are loc (de ex.,
albusul de ou — apa + proteine).

Coeziune. Reprezentand dipoli, moleculele de H,O se
“lipesc” intre ele datorita legatorilor de hidrogen. Aceasta
determind temperatura 1nalta de evaporare si tensiunea
superficiald inalta.

Adeziunea. Este capacitatea moleculelor de apa de a se
uni cu alte molecule. Aceasta provoaca, in special, fenomenele
capilare, pe baza carora apa se ridica in sus prin tuburile
ultrasubtiri.

Apa si reactiile chimice. Fiind un bun solvent, apa
prezinta un mediu ideal pentru desfasurarea diferitor reactii
chimice. Concomitent ea participa in unele procese chimice (de
ex., reactii de hidroliza, fotosintezd). In celule apa se formeazi
in rezultatul respiratiei aerobe.

Capacitatea termicd a apei. Datoritd adeziunii
moleculelor, apa are 0 capacitate termica foarte inaltad (este
necesard o cantitate mare de energie pentru a-i Schimba
temperatura). Aceasta proprietate face posibild existenta vietii in
apa si explicd stabilitatea celulelor in diferite conditii termice.

Substantele minerale

in dependenti de continutul in organe si necesitatile
diurne, substantele minerale se clasificd in trei grupuri:
macroelemente (K, Na, Ca, Mg, CI, P, S), microelemente (Cu,
Co, Bi, I, Zn, Mn, Mo) si ultramicroelemente (U, Ra, Au, Ag,
Ce). Rolul substantelor minerale este divers. Ele participa la
mentinerea presiunii osmotice (NaCl), asigura stabilitatea valorii
pH (Na+, K+, Cl-, H+), indeplinesc functii de sustinere (Ca, P —
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intrd Tn componenta oaselor), asigura potentialul membranar de
repaus si cel de actiune (Na+, K+, Mg2+, Ca2+, ClI-),
indeplinesc funtii de cofactori enzimatici (Mg2+, Mn2+), au rol
important In procesul de respiratie (Fe, Cu) si fotosinteza (Mg).

Componenta organica a materiei vii

Organismele vii se caracterizeaza printr-0 varietate mare
de substante organice dintre care putem deosebi patru clase
principale: hidrati de carbon (glucide), lipide (grasimi), proteine,
acizi nucleici. Substantele organice pot fi reprezentate prin
substante simple si polimeri.

Moleculele organice mici sau substantele simple prezinta
compusi cu masa moleculara de la 100 la 1000 si contin pana
la 30 de atomi de carbon. Astfel de molecule de obicei se gasesc
in stare liberd in citoplasma, fiind reprezentate de produse
intermediare ale cailor metabolice, care, la randul sau, pot sta la
baza formarii macromoleculelor.

Macromoleculele sau biopolimerii sunt substante cu
masa moleculara mare, au functii definite in celule si sunt
programate genetic. Toti polimerii sunt formati din monomeri,
unifi  in rezultatul reactiillor de polimerizare prin legdturi
covalente. Scindarea lor are loc prin reactia de hidroliza.
Polimerii formati dintr-un singur tip de monomeri poartad
denumirea  de  homopolimeri  (celuloza, = amidonul).
Homopolimerii se deosebesc intre ei prin greutatea moleculara
(numdrul de resturi monomerice) si gradul de ramificare a
moleculelor. Ei Indeplinesc functii structurale (celuloza), de
rezerva (amidon, glicogen), de semnalizare (receptorii celulari).

Polimerii formati din mai multe tipuri de monomeri se
numesc copolimeri sau heteropolimeri (ADN, ARN, proteine).
Diversitatea copolimerilor este asigurata de numadrul, tipul si
modul de aranjare a monomerilor, toate fiind programate
genetic.
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Hidratii de carbon.

Formula care caracterizeaza toti hidratii de carbon este
Cx(H20)y, unde x si y pot avea diferite valori mai mari ca 3.
Dupa numadrul de resturi monomerice hidratii de carbon se
impart in monozaharide, dizaharide, oligozaharide si
polizaharide.

Monozaharidele. Au formula generala (CH2O)n, unde
9>n>3. In dependentd de numarul de atomi de carbon deosebim:
trioze, tetroze, pentoze, hexoze etc.

- Trioze (C3HgO3) — gliceraldehida, dihidroxiacetona — sunt
compusi intermediari importanti in cdile metabolice de
sinteza si scindare.

- Pentoze (CsH100s) — riboza, ribuloza, dezoxiriboza. Riboza
si dezoxiriboza intrd in compozitia acizilor nucleici, ATP,
NAD, NADP, FAD, FMN, CoA.

- Hexoze (CgH120s) — glucoza, fructoza, galactoza -
reprezinta surse importante de energie. Servesc in calitate de
monomeri in sinteza dizaharidelor (2 monomeri),
oligozaharidelor (pana la 10 monomeri) si a polizaharidelor
(peste 10 monomeri).

Dizaharidele. Dizaharidele se formeaza prin reactia de
condensare intre 2 molecule de monozaharide, mai frecvent 2
hexoze. Legdtura dintre monomeri se numeste legatura
glicozidica.

Cele mai frecvente dizaharide sunt:

— Maltoza (a-glucoza + a-glucoza)

— Zaharoza (a-glucoza + p-fructoza)

— Lactoza (B-galactoza + B-glucoza)

Polizaharidele. Reprezintd molecule formate dintr-un
numar mare de resturi monomerice, unite prin legdturi
glicozidice. Cel mai frecvent polizaharide sunt formate din
resturi de glucoza. Functiile principale ale polizaharidelor sunt
cele structurale (celuloza) si de depozitare (glicogen, amidon).
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Lipidele

Lipidele sunt substantele organice insolubile in apa, dar
solubile in solventi nepolari (cloroform, eter, benzen). Conform
importantei fiziologice lipidele se impart in: lipide de rezerva si
lipide structurale. Lipidele structurale participa la formarea
membranelor biologice, invelisurilor protectoare. In calitate de
exemple de lipide structurale pot servi sterolii si fosfolipidele, care
au rol major in realizarea ultrastructurii functionale a celulei.

Functiile lipidelor:

e cenergetica — la scindarea 1g lipide se degaja 39,1 klJ;

e structurald — in componenta membranelor celulare
(fosfolipidele, colesterolul);

e de emulsionare — emulgatorii se orienteaza la limita
apa-ulei, stabilizeazd emulsia, impiedica stratificarea
lor (fosfogliceridele, acizii biliari - emulgatori pentru
acilgliceroli in intestin);

e mecanica — protejeaza organele de lezari mecanice;

e termoizolatoare — pastreaza caldura (tesutul adipos
subcutanat);

e de solventi pentru alte substante de naturda lipidica
(acizii biliari pentru vitaminele liposilubile);

e hormonala - toti steroizii (hormonii sexuali, hormonii
corticosuprarenali) sunt de natura lipidica;

e vitaminica - vitaminele liposolubile (acizii grasi
nesaturati: A, D, E, K).

Proteinele

Proteinele sunt principalele molecule functionale din
celule si sinteza lor este determinatd genetic. Acesti compusi
organici sunt alcdtuiti din una sau mai multe catene de
aminoacizi, plicaturate si spiralate intr-o structurd spatiala,
tridimensionald, care le confera functiile lor biologice.
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Monomerii
moleculelor proteice sunt
aminoacizii. Fiecare
aminoacid este format
dintr-o regiune constant,
comuna  pentru toti
aminoacizii si o regiune

variabila, care se
deosebeste  la  diferiti
aminoacizi  (fig. 2.1).
Regiunea constanta
contine la randul sau

grupele carboxil si amino
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Fig. 2.1. Structura generala a

aminoacidului

legata la atomul de carbon din pozitia o. In dependenti de
structura regiunii variabile aminoacizii pot fi acizi, bazici sau
neutri. Din cei peste 150 de aminoacizi cunoscuti in natura, in
componenta proteinelor intra doar 20 a-aminoacizi.
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Legdturi peptidice

Fig. 2.2. Structura primard a proteinelor

Intre grupele functionale ale aminoacizilor pot aparea
diferite legaturi chimice. Cele mai frecvente sunt legdturile
peptidice, care apar la interactiunea grupei o-carboxil a unui
aminoacid cu grupa a-amino din alt aminoacid. Aceste legaturi
sunt niste legdturi covalente trainice, determindnd formarea
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structurii primare a proteinei. Destul de numeroase sunt
legaturile de hidrogen, care apar la interactiunea atomilor de
hidrogen din grupele —OH sau —NH cu oxigenul din grupa C=0.
Aceste legaturi sunt destul de slabe, dar datoritd numarului lor
mare formeaza structuri stabile. Dintre alte tipuri de legaturi pot
fi specificate puntile disulfidice, legaturile ionice, legditurile
hidrofobe etc.

Proteinele se caracterizeaza prin mai multe nivele de
organizare. Cel mai simplu nivel de organizare este structura
primarda. Structura moleculara a acestui nivel de organizare este
realizati cu ajutorul  legaturilor peptidice (fig. 2.2). In
dependenta de numarul de aminoacizi din catena pot fi deosebite
dipeptide (2 aminoacizi), tripeptide (3 aminoacizi), oligopeptide
(pana la 10 aminoacizi), polipeptide (peste 10 aminoacizi). Se
considera ca cea mai scurtd proteind contine 51 de aminoacizi.
Cu toate acestea, existd numeroase polipeptide naturale cu o
lungime mai scurta si care indeplinesc diverse functii in celule.

0 H R, o] H
I = | [ | = |
SN AN NN
LT T
R ; E
T R
ST Ne NN TN TN
| = | | | = |
H o] R, H o]
C
P
' =
B L - D N

Fig. 2.3. Structura secundari a proteinelor. A — formarea a-spiralelor; B -
reprezentarea grafici a a-spiralelor; C — schema formarii p-structurilor; D -
reprezentarea grafici a B-structurilor
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Urmatorul nivel de organizare a proteinelor, structura
secundard, este realizat cu ajutorul legaturilor de hidrogen.
Structura secundard se caracterizeaza prin formarea diverselor
conformatii spatiale. Cele mai frecvente sunt a-spiralele. Intr-o
spira se contin 3,6 resturi de aminoacizi. O alta conformatie este
reprezentata de f#-structuri, care apar la interactiunea a 2 regiuni
mai indepartate ale aceleasi molecule, sau intre molecule diferite
(fig. 2.3). Unele proteine cu structura fibrilara (de ex.,
colagenul) au conformatia spatialda determinatd de structura
secundara.

Un nivel superior conformational, caracteristic
proteinelor globulare, este reprezentat de structura tertiari — 0
alternare a a-spiralelor, p-structurilor si a regiunilor
nestructurate  (fig.

2.4). Structura Hemul
tertiara este asigurati /o
de legdturile de (¢ € o)
pldrogen care apar e o
intre diverse grupe G §? ¢

A \'g B

functionale din

radicali, cat si de
disulfidi Fig. 2.4. Structura tertiard a proteinei. A - Schema
1SulndAICe,  aiternrii a-spiralelor si B-structurilor; B — Structura

puntile
legaturile hidrofobe, globinei
care apar intre radicalii hidrofobi, legaturile ionice etc. Unele
proteine cu structura terfiard pentru a deveni active
interactioneaza cu molecule neproteice (de ex., hemul in
molecula de mioglobina — pentru transportarea oxigenului).
Nivelul cel mai complicat de organizare a proteinelor
este reprezentat de structura cuaternard. in astfel de molecule
se contin cateva lanturi polipeptidice, care pot fi identice, sau
diferite. Astfel, In molecula de hemoglobina se contin 2 catene

de a-globind si 2 catene de [-globind (fig. 2.5). Structura
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cuaternara este determinata de legaturile hidrofobe, legaturile de
hidrogen si cele ionice.

Structurile tertiara i
cuaternard asigura formarea
centrilor activi ai proteinelor,
regiuni prin care moleculele
proteice interactioneaza cu alte
molecule. o deosebita
importanta o au centrii activi ai
enzimelor, care catalizeaza

modificarea substratului.

Fig. 2.5. Structura cuaternari a Aminoacizii care participd la
hemoglobinei realizarea structurilor
tridimensionale, spatiale,

biologic active sunt deosebit de importanti, formand situsuri
functionale. Substituirea lor ca rezultat al mutatiilor, duce la
pierderea activitdtii proteinei. Acelasi fenomen pentru
aminoacizii, neimplicati in legatulile spatiale, este mai putin
important.

Secventa aminoacizilor dintr-o proteind reprezinta
elementul esential al structurii sale, deoarece:

- este unicd, constanta si specifica fiecarei proteine;

- determina caracterul ei functional;

- este specifica pentru o anumita specie;

- este determinata genetic (de informatia ereditara continuta in
ADN).

Sub actiunea diferitor factori ai mediului, legaturile
dintre atomi se pot rupe, ceea ce duce la denaturarea proteinei.
Denaturarea poate surveni sub actiunea factorilor fizici
(temperaturd, radiatie, factori mecanici), chimici (acizi, baze,
saruri ale metalelor grele). Denaturarea poate fi reversibila, daca
la inlaturarea factorului proteina revine la structura initiala si 1si
poate indeplini functiile si ireversibilda, daca in rezultatul
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denaturarii proteina nu-si poate restabili structura si functia.
Ruperea legaturilor peptidice intotdeauna duce la denaturare
ireversibila.

Dupa compozitia chimicd toate proteinele se impart in
proteine simple si proteine conjugate.

Proteinele simple (holoproteinele) formeaza in urma
hidrolizei doar aminoacizi. Ele includ: proteinele globulare,
solubile in apa (de ex., histonele, actina, tubulina, majoritatea
enzimelor) si proteinele fibrilare — majoritatea insolubile in apa
(de ex., keratina, colagenul, fibrina, laminina etc.).

Proteinele conjugate (heteroproteide) rezulta din
combinatia unei proteine simple cu o altd substantd sau grup
prostetic. Prin hidrolizd se obtin aminoacizi $i un compus
neproteic: nucleoproteidele, glicoproteidele, lipoproteidele,
metaloproteidele etc.

Proteinele reprezintd suportul biochimic al caracterelor,
realizind urmatoarele functii majore:

e catalitica — accelerarea transformarilor chimice (ATP-
sintetaza, ADN-polimeraza);

e hormonala — reglare a metabolismului (insulina);

e de receptie — fixarea hormonilor, mediatorilor la suprafata
membranei celulare sau in interiorul celulei (glicoforina);

e de transport — (pompa Na'/K*, hemoglobina, mioglobina

— transportarea oxigenului);

e structurala — intrd In  componenfa  tuturor
compartimentelor celulare si extracelulare;

e de sprijin, mecanica — determind forma si motilitatea
celulara (colagenul, tubulina, actina);

e imunologica — anticorpii (IgA, IgM, IgG) inactiveaza
antigenele;

e de dezintoxicare — grupele functionale ale proteinelor
leaga metalele grele, alcaloizii (de ex.: albuminele);
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e homeostatica — formarea trombilor in procesul coagularii
sangelui (fibrinogenul);

e (e substrat energetic — la scindarea 1g de proteina se
degaja 17,1 kJ de energie.

ACIZI1 NUCLEICI
Acizii nucleici sunt biopolimeri reprezentati in celule
prin acid dezoxiribonucleic (ADN) si acid ribonucleic (ARN).
In calitate de monomeri servesc nucleotidele. Ambele tipuri de
molecule poarta sarcind negativa si migreaza in campul electric
spre polul pozitiv. La fel ca si proteinele, acizii nucleici au
cateva nivele de organizare conformationala.

Acidul dezoxiribonucleic
Moleculele de ADN sunt alcatuite din
dezoxiribonucleotide (fig. 2.6).
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Fig. 2.6. Dezoxiribonucleozidtrifosfati - monomeri ai ADN
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In calitate de baze azotate in componenta nucleotidelor
servesc adenina (A) si guanina (G) — baze purinice, timina (T)
si citozina (C) — baze pirimidinice. Pentoza din ADN este
reprezentata de 2-dezoxiriboza. Bazele pirimidinice se unesc de
pentoza prin Ny, iar cele pirimidinice — prin Ng. Pentru a preveni
ambiguitatea in enumerarea atomilor in bazele azotate si
pentoza, atomilor din dezoxiriboza li se adauga prim ('). O baza
azotatd impreund cu pentoza formeaza nucleozidul (adenozina,
guanozina, timidina, citidina). La adaugarea acidului fosforic se
obtine nucleotidul.

(I)]'[ OH OH 5

.
| | (o)

HO-P-0-P-0-P-0-CH.

SUECETPTON

¢ : i
ﬁ\g__i{} dF . CH
5
N T
\\?H 5' o o
N <

Fig. 2.7. Structura primara a ADN - polinucleotid (Secventa
de nucleotide unite prin legaturi fosfodiesterice 3’ - 5’)

Denumirea nucleotidelor provine de la baza azotata si
numarul de resturi de acid fosforic. Dacd se contine un rest
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fosfat — nucleozid monofosfat (de ex., dAMP — dezoxiadenozin
monofosfat), douad resturi — nucleozid difosfat (dADP —
dezoxiadenozin difosfat), trei — nucleozid trifosfat (dATP —
dezoxiadenozin trifosfat). Resturile de acid fosforic se unesc la
capatul 5' al dezoxiribozei si se numeroteaza prin a, f, y.

Nucleotidele se wunesc intre ele prin legaturi
fosfodiesterice in urma inlaturarii resturilor fosforice B si y.
Capatul 3' al unei dezoxiriboze este unit cu capatul 5' al alteia
printr-un rest de acid fosforic, formand lanturi polinucleotidice.
Secventa polinucleotidica (ordinea nucleotidelor in catend)
constituie structura primardé a ADN (fig. 2.7). Ordinea
nucleotidelor este arbitrara, ceea ce permite obfinerea unui
numar mare de molecule. Un capat al moleculei are libera grupa
P~P~P-5', iar al capat — grupa 3'-OH, de aceea catena de ADN
este directionata 5'—3'.

Moleculele de ADN se caracterizeaza prin existenta
structurii secundare specifice — dublul helix, modelul caruia a
fost propus si argumentat in 1953 de James Watson si Francis
Crick. Molecula de ADN reprezinta ~ doua  catene
polinucleotidice antiparalele >, unite intre ele prin legaturi
de hidrogen, care apar la nivelul grupelor functionale
din bazele azotate (fig. 2.8; fig. 2.9).

CH3 H
0 Santul mare N
/5 1y » / 5 . Santul mare
5 4 ey 4 H
N 8 | “,
1, 3 N 1. 3 ””‘Jml

T/A oG

Fig. 2.8. Formarea legdaturilor complementare intre bazele
azotate



S-a constatat ca legaturile apar intre o baza purinica si
una pirimidinica. Legitatea prin care Adenina se uneste cu
Timina prin 2 legaturi de hidrogen, iar Guanina cu Citozina —
prin 3 legaturi de hidrogen poartd denumirea de principiul
complementaritatii (fig. 2.8).
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Fig. 2.9. Structura secundard a ADN: 2 catene
complementare antiparalele
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Aceasta reguld este universala, comunda pentru toate
organismele vii si std la baza proceselor genetice fundamentale —
replicatia si transcripgia. Aceste legitati au fost observate pentru
prima data de Erwin Chargaff, care a dedus ca cantitatea de
Adenina este aproximativ egald cu cea de Timind, iar cantitatea
de Guanina — cu cea de Citozina.

Deoarece legaturile fosfodiesterice confera flexibilitate,
este posibila rotirea fiecarei perechi de baze cu ~36° in jurul
axei relative a helixului. Astfel, intr-o spird completd (360°)
incap ~10 nucleotide. Rotirea unei catene in jurul alteia face ca
dublul helix si contini un sant mare (cu un diametru de ~20 A)
si un sant mic (~12 A) (fig. 2.8; fig. 2.10).

Complementaritatea bazelor azotate (A=T si G=C)
determina:
stabilitatea moleculei ADN;

Mecanismul replicarii;

mecanismul transcriptiei;
mecanismul recombinarii;
mecanismul repararii leziunilor ADN.

Faptul ca catenele ADN sunt antiparalele explica
mecanismul replicarii moleculelor de ADN, functie prin care
este conservatd informatia genetica in succesiunea generatiilor
de celule si indivizi.

In anumite conditii legaturile de hidrogen dintre catene
se pot rupe, provocand astfel denaturarea ADN. In calitate de
factori de denaturare servesc acizii, bazele si temperaturile
inalte. Cu cat o molecula este mai lunga, sau confine mai multe
perechi G=C fata de A=T, cu atdt molecula este mai stabila.
Dupa denaturarea prin incdlzire, la racirea lenta molecula poate
sa renatureze prin restabilirea legdturilor complementare intre
bazele azotate. In cazul racirii bruste (de ex., introducerea
eprubetei in baie cu gheatd) renaturarea n-are loc si moleculele
raman monocatenare.

YV VVVY
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Structura secundard a ADN este reprezentatd de mai
multe tipuri de spirale, care se deosebesc prin inclinarea bazelor
azotate fata de axa centrald, numarul de baze azotate Intr-o spira
completd, directia rasucirii catenelor  si ca rezultat —
proprietatile ADN. Se cunosc mai multe forme rasucite spre
dreapta, dintre care cel mai des se intdlnesc formele A, B, C.
Exista si o forma rasucita spre stanga — forma Z (tab. 2.3).

Tabelul 2.3. Parametrii unor forme de ADN

Parametrii helixului A - B - Z —
ADN ADN ADN
Sensul helixului Dreapta Dreapta Stanga
Numarul de baze in spirad 11 10,4 12
Distanta dintre baze (A) 2,9 3,4 3,7
Diametrul moleculei (A) 25,5 23,7 18,4

Incidenta cea mai inaltd se remarca pentru forma B, care
este constatatd 1in toate celulele (fig. 2.10). Anume forma B de
ADN a determinat modelul
Watson-Crick. Totodata, dupa
cum s-a stabilit, in cadrul formei
B mai pot exista unele devieri in
ce priveste numarul de
nucleotide per spird §i care
poate varia in limitele 10,0 —
10,6. _ 3.4 um
Forma mai compacta de
tip A este caracteristicd in
special pentru moleculele de
ARN. Totodata, s-a constatat ca
hibrizii ADN/ARN, de
asemenea, se caracterizeaza prin
forma A de conformatie.
Aceasta are 0 mare importanta
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in procesul de replicatie, cand pentru initierea sintezei fiecarei
catene se utilizeaza un primer ARN.

Forma Z se deosebeste mult de toate celelalte in primul
rand prin directia de rotire a helixului. Denumirea provine de la
forma zig-zag a acestei conformatii. O altd caracteristica este
existenta unui singur sant, ceea ce o determind ca purtdtoare a
unei sarcini negative mai mari. Forma Z poate sa se formeze in
vitro la o concentratie sporitd de saruri in regiunile unde

alterneazi o purind cu o pirimidini (de ex., d % sau d % ).

Se considera ca forma Z se intdlneste si in sistemele in vivo in
cazul metilarii ADN-ului.

in toate sistemele in vivo moleculele de ADN sunt
cuplate cu proteine prin legaturi de hidrogen sau electrostatice,
rezultind o structurd supramoleculard — structura tertiard.
Proteinele au roluri diverse in complexele cu ADN: participa la
compactizare  (histone), controleaza replicarea  (ADN-
polimeraza) si transcriptia (ARN-polimeraza, factori de
transcriptie), participd la repararea moleculelor lezate (ADN-
ligaza). Avand proprietdti acide, moleculele de ADN se
asociaza cu proteine bazice, formand niste complexe stabile. La
eucariote aceste proteine poarta denumirea de histone. La
formarea structurii tertiare participa histonele H1, H2A, H2B,
H3, H4. Structura care
se formeaza in urma
rasucirii.  ADN-ului in
jurul unui miez proteic
poartd denumirea de
nucleozom — mod de
organizare a  ADN-
ului nuclear al
eucariotelor (fig.
2.11). La procariote
ADN-ul are forma de

Fig. 2.11. Nucleozomul - structura
38 tertiarda a ADN



inel. Datorita tensiunii intramoleculare ADN-ul procariotic, de

obicei, are formd de supraspirald si este asociat cu proteine
bazice (fig. 2.12).

Proprietitile moleculelor de ADN

Structura unicald a ADN-ului determind §i proprietatile
unicale, cum ar fi autoreproducerea (replicarea) si autoreparatia.
Structura chimicd si sarcina electricd negativd asigura
diverse.

Replicarea reprezinta sinteza unor molecule noi, identice
cu molecula initiald pe baza structurii secundare.

Reparatia este proprietatea ADN-ului de a-si restabili
secventa de nucleotide in cazul leziunilor. Se bazeazd pe
principiul complementaritatii si previne aparitia mutatiilor.

Denaturarea (topirea ADN) este ruperea legaturilor de
hidrogen 1intre catenele complementare; renaturarea -—
restabilirea structurii bicatenare — proprietati importante in
procesele de replicare, reparare si transcriere, cat si in
manipularea ADN-ului in vitro;

Spiralizarea (fig. 2.11),

(ao‘ﬁc‘“k 552, aooﬁc\l superspiralizarea (fig. 2.12),

}E - 13 despiralizarea sunt

gh ’j{ N}}"{ﬁ 5 groprie.tﬁ‘gile dublului helix si

etermina trecerea

Fig. 2.12. Supraspiralizarea moleculelor macromoleculei de ADN de la
de ADN inelar o stare functionali la alta.

Heterogenitatea secvenfelor de ADN se exprima prin
aranjarea aperiodicd a bazelor in molecula, unele secvente de
nucleotide se intdlnesc cu frecventa diferita de-a lungul

moleculei de ADN (ﬂil);
G=C
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Flexibilitatea ADN este capacitatea dublului helix de a
trece de la o forma conformationala la alta — de ex.: trecerea de
la forma B la forma A se asociaza cu activarea ADN-ului pentru
transcriptie, iar trecerea la forma Z — cu inactivarea secventei.

Functiile ADN-ului

ADN-ul detine, pastreaza, transmite si realizeaza
informatia geneticd. Secventa (succesiunea) nucleotidelor din
molecula de ADN reprezintd informatia ereditara codificata.
Codul genetic este universal pentru toate organismele vii si
determina succesiunea aminoacizilor in proteind. Mecanismul de
transmitere a mesajului genetic este determinat de structura
bicatenard, complementaritate si se realizeazd in timpul
replicarii ADN, urmati de mitoza sau meioza. In procesul de
transcriptie de pe ADN se sintetizeaza trei tipuri de ARN ce
participa la sinteza matriciald a proteinelor. Proteinele sunt
substratul molecular a tuturor caracterelor si proprietatilor unui
organism.

Heterogenitatea ADN-ului la eucariote

In urma investigatiilor s-a constatat ci cantitatea de
ADN din celule este cu mult mai mare decat necesara. Acest
fenomen a fost numit paradoxul mdarimii care se caracterizeaza
prin urmatoarele:
— exista un exces de ADN in comparatie cu cantitatea necesara
pentru a codifica totalitatea proteinelor din organism;
— exista variafii mari in ce priveste cantitatea de ADN 1intre
speciile care nu se deosebesc esential din punct de vedere
structural; de exemplu: la diferite specii de amfibieni care nu se
deosebesc mult, marimea genomului variaza in limitele 10°-10™
pb (perechi baze — nucleotide).
In dependenti de reprezentativitate ADN-ul nuclear la eucariote
se clasifica in mai multe categorii:
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e secvente unicale — 45-56%;

e secvente moderat repetitive — 8-30%;

e secvente Tnalt repetitive — 12-25%.

Tipurile de secvente pot fi determinate 1n rezultatul
ciclurilor de denaturare/renaturare a ADN-ului. Secventele inalt
repetitive renatureaza rapid, cele moderat repetitive mai incet,
iar cele nerepetitive (unicale) — cel mai incet.

Secventele nerepetitive se intdlnesc In genom Iintr-0
singurd copie si, de obicei, reprezintd gene, care determina
sinteza moleculelor ARNm. Lungimea totald a secventelor
nerepetitive este de ~2 x 10° pb.

Secventele repetitive sunt cele care se repetd in genom
de doud sau mai multe ori. Ele pot fi de doua tipuri: secvente
moderat repetitive si secvente inalt repetitive.

Secventele moderat repetitive au o lungime totala de
pani la 6 x 10° pb. Lungimea lor individuald variaza in limite
mari, iar secventele respective se repetd in mediu de 350 ori.
Secventele moderat repetitive formeaza familii de secvente, spre
exemplu — genele pentru histone sau genele pentru ARNr. in
genomul uman cea mai mare parte de ADN moderat repetitiv
existd in forma de secvente cu o lungime de ~300 pb, repartizate
intre secventele nerepetitive - familia Alu.

Secventele inalt repetitive reprezinta niste succesiuni
scurte de nucleotide (cateva zeci, mai rar sute de nucleotide),
care se repetd de sute de mii de ori in genom si, de regula, nu se
transcriu. Datoritd secventei scurte care se repetd ele se mai
numesc secvente simple de ADN sau ADN satelit. Prin tehnici
de hibridare s-a constatat ca ADN satelit este localizat in
regiunile de heterocromatind, in deosebi, langa centromer. O
clasa speciala de sateliti o reprezintd minisatelitii — repetari de
pana la 50 ori a unor secvente scurte. Aceste secvenfe sunt
foarte variabile ca lungime la diferite persoane si permit
identificarea moleculara a indivizilor.
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O clasa speciala de secvente 1nalt repetitive este
reprezentatda de palindromi. Palindromii reprezinta succesiuni
de nucleotide inversate, care au proprietatea de a se uni
complementar pe aceeasi catend, formand “agrafe” sau bucle 1n
moleculele monocatenare de ARN sau ADN si structuri in forma

TA GACTAAGTTTCAGTTAGATTAACTTCTAAGCATTGCCAA

IR RN AN NN
ATCTGATTCAAAGTCAATCTAATTGAAGATTCGTAACGGTT

GA T
A—T
i T—A
Palindrom T—a
Gc—C
A—T T
DO e
ATCTGATTCAAA AGATTCGTAACGG T
T —A
C—G
A—T
A—T
T—A
C_A
T

Fig. 2.13. Structura palindromului in formad de
cruce in molecula de ADN

de cruce In moleculele bicatenare de ADN (fig. 2.13). Aceste
secvente asigurd interactiunea cu proteinele (de ex., reprezinta
situsuri pentru enzimele de restrictie sau suprafete de contact cu
proteinele initiatoare ale transcriptiei, replicatiei, semnal de
terminare a transcriptiei).

Acizii ribonucleici
Molecule ARN sunt biopolimeri monocatenari, care
constau din nucleotide unite prin legaturi fosfodiesterice 3" —
5. Spre deosebire de nucleotidele din componenta ADN,
monomerii ARN-ului contin in calitate de pentoza riboza, iar
bazele azotate sunt Adenina, Guaniana, Citozina si Uracilul (U),
care substituie Timina din ADN (fig. 2.14). De reguld,
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moleculele de ARN sunt monocatenare, exceptie fiind
moleculele de ARN viral, care pot fi si bicatenare.

Structura primara a moleculelor de ARN este
reprezentatd de secventa nucleotidelor si determinata de
secventa de ADN, de pe care are loc transcrierea. Structura
secundard reprezintd conformatia spatiald a moleculei. Ea este
stabilizata cu ajutorul legaturilor complementare care se
formeaza in cadrul aceleasi catene datoritd existentei secventelor
inversate. Moleculele de ARN se pot asocia cu proteinele
specifice in scopul protectici contra ARN-azelor (particulele
RNP — ribonucleoproteice, care reprezintd forma de export a
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rig. 2.14. Ribonucleozidtrifosfati — monomeri ai ARN

ARNmMm din nucleu in citoplasma) sau asigurarii functiei speciale
(ARNTr in ribozomi).

In orice celuld numarul moleculelor de ARN este mult
mai mare decat cel al moleculelor de ADN. Cantitatea de ARN
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variaza in dependentd de perioada ciclului vital sau de tipul
tesutului din care face parte. 1In celula existd mai multe tipuri
de ARN, dintre care cele mai reprezentative sunt ARN mesager
(informational, matricial) — ARNm, ARN ribozomal — ARNr,
ARN de transport (de transfer) — ARNt, ARN nuclear mic
(ARNSsn), ARN heterogen nuclear.

ARNmM se sintetizeaza in rezultatul transcriptiei genelor
structurale si serveste ca matritd in procesul de sintezd a
proteinelor. In celule existd o varietate mare de ARNm, care se
deosebeste cantitativ si calitativ la diferite celule (vezi capitolul
9).

ARNTr — reprezinta molecule cu lungime si succesiune de
nucleotide conservata (tab. 2.4), care fiind asociate cu proteine
formeaza ribozomii. ARNr participa la sinteza proteinelor,
asigurand legatura dintre ribozom ARNm si ARNt.

Tabelul 2.4. Tipuri de ARNr

Coeficie Lungim
Tipul ntul de ea
celulelor sedimen
(baze)
tare
5S 120
Procariote 16S 1540
23S 2900
5S 120
Eucariote 5,85 160
18S 1900
28S 4700

ARNLt sunt molecule mici, cu o lungime de ~80 baze,
care asigura transportul aminoacizilor spre ribozomi si
traducerea codului genetic. In celule se pot contine pana la 61
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tipuri de ARNt, sau cel putin 20 tipuri. Fiecare tip de ARNt este
capabil sa transporte un singur tip de aminoacid. Structura
secundara a ARN de transport are o configuratie specifica,
numita “frunza de trifoi”, formata din trei bucle functionale, care
se obtin datorita secventelor inversate de nucleotide (fig. 10.3).

ARNSsnN este reprezentat de secvente de cateva zeci de
nucleotide si intrda in componenta enzimelor ce catalizeaza
metabolismul  acizilor nucleici  (primaza, telomeraza,
splicesomul).

ARN heterogen nuclear este intalnit doar la eucariote si
reprezintd transcriptii primari sau produsii intermediari ai
processingului.

Verificarea cunostintelor:
1. Definiti notiunile: polimer, monomer, structurd primara,
structura secundara, polipeptid, nucleotid,
complementaritate, catene antiparalele, heterogenitate,
palindrom, nucleozom, histond, ARNm, ARNr, ARNt.
Care sunt constituentii chimici de baza ai materiei vii?
Care este rolul biologic al proteinelor?
Cum se formeaza structura primara si secundara a ADN?
Care este rolul sarcinii negative a acizilor nucleici?
Care sunt tipurile conformationale ale helixului dublu?
Care sunt functiile si proprietatile moleculelor de ADN?
Care este rolul biologic al ARN?

LN kLN
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MEMBRANELE BIOLOGICE

Celulele ca sisteme biologice sunt delimitate de ambiant

prin membrane semipermeabile. Acestea asigura functiile:

bariera biologica;

transport selectiv al ionilor si moleculelor;

receptionarea §i transmiterea semnalelor extracelulare si
intercelulare;

suport pentru enzimele implicate 1n diferite procese
metabolice;

compartimentalizare a mediului intern al celulelor eucariote;
regleaza homeostazia intracelulara si intercelulara.

Glicoproteide 01 ionic
.

Glicolipide Colesterol

Strat dublu
fosfolipidic o Proteina
JFF\llamente ale asociata

citoscheletului
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Membranele biologice sunt formate din trei componente
moleculare de baza: lipide, care asigura functia de bariera
semipermeabild;  proteine, ce asigurd functionalitatea
membranei; glucide — cu rol de recunoastere si semnalizare.

Organizarea moleculara a membranelor

Dupa modul de aranjare a lipidelor si proteinelor cel mai
acceptat model este cel mozaico-fluid propus de Singer si
Nicolson (1972). Membrana celulard e formata dintr-un dublu
strat (bimolecular) lipidic strapuns total sau partial de proteine
(fig. 3.1). Acest model explica fluiditatea membranara, fuziunea
membranara, activitatile enzimatice, proprietatile electrice si
antigenice ale membranelor biologice.

Bistratul lipidic

Principalele lipide intalnite in membranele celulare sunt
fosfolipidele (fosfogliceride si sfingolipide), colesterolul,
glicolipidele (situate spre exteriorul plasmalemei sau spre
lumenul organitelor) (fig. 3.2).

Fosfolipidele au structura amfifila avand “cap” hidrofil
si “coadd” hidrofobd. Aceastd proprietate permite aranjarea
specifica a moleculelor de lipide la contactul cu apa: regiunea
hidrofila (polara) este intotdeauna indreptata spre apa, iar cozile
hidrofobe sunt maximal indepartare de ea. In cazul obtinerii
emulsiilor moleculele lipidice formeazd niste structuri
globulare, numite micele, care respecta aceeasi reguld de
dispunere a moleculelor (fig. 3.2, D). Structurile de tipul dublu
strat de lipide si glicolipide au tendinta de a se Inchide formand
niste vezicule sferice, numite lipozomi. Deci, fosfolipidele se
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pot autoasambla determinand formarea barierelor intre diferite
medii lichide. Totodata, membranelor le este caracteristica
fluiditatea, asiguratd 1n mare masurd de mobilitatea
fosfolipidelor care poate fi de mai multe tipuri:
e miscarea 1n interiorul moleculei de fosfolipida;
e miscarea Intregii molecule de fosfolipida;
e miscarea de difuziune laterala, transversala, miscareca
de rotatie in jurul axei longitudinale a moleculei;
e salturi extrem de rare de pe un strat pe altul (flip-
flop)
In consecintd, bistratul lipidic are proprietate de barierd
semipermeabila  (doar unele molecule mici, nepolare,
liposolubile pot trece usor prin bistrat). Fosfolipidele sunt
heterogene i, interactiondnd cu alte molecule (proteine,
glucide), asigura specificitatea functionalda a membranelor.
Colesterolul din compozitia membranelor celulelor
animale asigura elasticitatea si rezistenta mecanica, pastrarea
integritatii celulei ca sistem biologic.

N
CHy N (lIZHs)3

CHj3 H

H— C — CH,— CH,— CH, — C— CH;

CH
CH;

Regiunea hidrofila (polara)

HO

Regiunea hidrofoba (nepolara)
@
55,
=
FUI

o

[—

<

Fig. 3.2. Structura lipidelor membranare: A — Structura moleculei de fosfatidilcolina
(fosfoglicerida); B — Reprezenrarea grafica a fosfolipidelor; C — Structura moleculei de
colesterol; D — Structura micelei



Proteinele membranare

Proteinele constituie baza materiald a functiilor
principale ale membranei: transportul substantelor, cataliza unor
reactii biochimice, receptie. Cantitatea de proteine variaza la
diferite tipuri de celule. Astfel, in teaca de mielina proteinele
constituie 25% din greutate, in plasmalema — in medie 50%, in
membrana internd a mitocondriei — 75%. Dupd localizare se
deosebesc doud categorii de proteine membranare (fig. 3.3):

- periferice (extrinseci) - sunt atasate la exteriorul stratului
dublu lipidic, unde interactioneaza in principal cu grupurile
polare ale lipidelor sau altor proteine.

- integrale (intrinseci) - ce trec prin stratul lipidic; aceste
proteine penetreaza partial sau total stratul dublu de lipide.
Proteinele care strabat bistratul lipidic de la o fata la alta se
numesc proteine transmembranare. Pot exista proteine cu
mai multe domenii transmembranare. Se considera ca si
proteinele au portiuni hidrofile care proemineaza in afara
membranei pentru a contacta cu mediul apos si cu gruparile
polare ale fosfolipidelor. Partea hidrofoba se gaseste in interiorul
membranei si interactioneazd cu lanturile acizilor grasi din
molecula fosfolipidelor.

Exterior

Bistrat lipidic
—

@ .
@z? Citosol
COOH

Fig. 3.3. Aranjarea proteinelor membranare

Dintre proteinele membranei plasmatice ale eritrocitului
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pot fi mentionate spectrina (asigura forma biconcava si
stabilitatea celulelor), glicoforina (are rol in receptia celulard),
proteina banda 3 (mentinerea si controlul pH al celulei).

Proteinele se pot deplasa si ele in cadrul membranelor.
Miscarile lor sunt  laterale, determinate de schimbarea
conformatiei spatiale. Totodatd moleculele se pot roti in jurul
axei perpendiculare planului membranei.

Glucidele membranare

Glicolipidele si glicoproteidele formeaza un invelis periferic
la suprafata celulelor animale numit glicocalix (fig. 3.4).
Functiile glicocalixului:
» asigura recunoasterea si adeziunea intercelulara — servesc in
calitate de receptori moleculari;

» asigura individualitatea celulei;

» este un depozit de cationi;

» ajuta la orientarea corectd a proteinelor in membrana
Glicoproteidi Glicoproteida Peptidoglican
transmembrarari asociati trapntslmeglnbtamr

&
]
]
S
&)

i _U

£3

gt

Fig. 3.4. Structura glicocalixului
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Membrana plasmatica

Membrana plasmatica (membrana citoplasmatica,
plasmalema) are grosimea de 6-10 nm, separa celula de mediul
inconjurator, permite desfasurarea schimbului de substante
dintre celuld si mediul extern, serveste la comunicarea celulei
cu alte celule sau cu mediul inconjurator.

Membrana plasmaticd 1indeplineste diverse functii,
printre care evidentiem:

e functia de bariera, prin delimitarea mediului intern al celulei
de cel extern;

e nparticipa la metabolismul celulei, catalizdnd procesul de
transport al substantelor si regland proprietatile fizico-
chimice ale celulei (pH, presiune osmotica, potential electric
etc.);

e controleazd fluxul de informatie dintre mediul extern si
celuld, prin receptia si transmiterea semnalelor din mediu;

e intervine in recunoasterea si adeziunea celulara;

e functia de protectie imunologica a celulei si a organismului.

Particularitatile membranelor interne

Membranele organitelor sunt asemanatoare cu structura
membranei plasmatice. In functie de tipul organitului difera
cantitatea de proteine si lipide. O caracteristicd a membranelor
interne este lipsa glicocalixului, sau prezenta acestuia orientat
spre lumenul organitelor (in reticulul endoplasmatic, aparatul
Golgi).

Reticulul endoplasmatic se caracterizeaza prin continutul
inalt de enzime care participd la procesele de biosinteza a
diferitor clase de substante. Totodata, in RE rugos are loc
imbogatirea permanenta cu proteine hidrofobe, care se
integreazd Tn membrana si, ulterior, se transportd la locul de
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destinatie.

Veziculele endocitare si cele de secretie contin in
cantitati mari proteina clatrina, care faciliteaza procesul de
endocitoza sau, respectiv, exocitoza.

In cadrul organitelor bimembranare membranele interni
si externd se deosebesc atat dupd compozitia chimicd, cat si
functiile exercitate. Functiile membranelor deriva din structura
si compozitie. Astfel, membrana externd a mitocondriilor
contine proteina porina, care asigura transportul unor molecule
mici, inclusiv a unor proteine cu greutate moleculard mica.
Membrana internd se caracterizeaza printr-un continut inalt de
proteine (80%), ce fac parte din lantul transportor de electroni
(succinat-dehidrogenaza, citocromii) si participa la procesul de
sintezd a ATP (ATP-sintetaze), cat si lipide specifice, dintre
care se evidentiaza cardiolipina (10%)

Anvelopa nucleara

Nucleul este delimitat de citoplasma printr-o membrana
dubla, strabatuta de pori, numitd anvelopa nucleard.

Membrana externi Membrana interna

Pori nucleari

SO 3 R S L5

Fig. 3.5. Structura microscopicé a anvelopei nucleare
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Membrana nucleard internd se uneste prin proteine
specifice de lamina fibroasa a nucleului. Ea vine in contact cu
ADN-ul si ARN-ul transcris in nucleu (fig. 3.5).

Membrana nucleard externd continud cu membrana
reticulului endoplasmatic granulat. Pe suprafata ei, la fel ca si pe
suprafata RE rugos se gasesc ribozomi care participd la
biosinteza proteinelor.

intre cele doud membrane ce alcituiesc anvelopa
nucleara se afla un spatiu perinuclear cu o latime de 20-40
nm. Proteinele sintetizate pe suprafata nucleului nimeresc direct
in lumenul RE cu care comunica spatiul perinuclear.

Prezenta a doud membrane aldturate face imposibilad
trecerea moleculelor de acizi nucleici In ambele directii.
Transportul macromoleculelor se realizeaza prin intermediul
numerosilor pori nucleari, care stribat ambele membrane. in
medie se contin 3000 — 4000 pori per nucleu, ceea ce constituie
aproximativ 10% din suprafata nucleului. Fiecare por este
format din complexul porului care consta din opt seturi de
proteine plasate 1n trei starturi. Octamerul proteic margineste un
canal cu diametrul de 9 nm si lungimea de 15 nm prin care
nucleul comunici cu citoplasma (vezi fig. 6.3). In mijlocul
porului se afld granula centrala cu rol de diafragma. Prin pori
trec particulele RNP, subunitdtile ribozomale, componentele
necesare pentru activitatea normala a nucleului.

Biogeneza si evolutia membranelor

Membranele biologice se formeaza prin completarea
membranelor preexistente. Astfel, componentele mebranare noi
se sintetizeaza pe suprafata RE si ulterior pot suferi transformari
in AG (fig. 3.6).

Sinteza fosfolipidelor si etapele finale ale sintezei
colesterolului se realizeazd pe suprafata RE neted sau AG.
Proteinele membranare se sintetizeaza pe suprafata RE rugos
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sau in citosol. Proteinele intrinseci, de reguld, se sintetizeaza pe
suprafata RE granular, contin regiuni hidrofobe si raman
integrate Tn permanentd in membrane. Conformatia spatiala a
proteinelor poate fi stabila, sau poate fi modificatd in RE neted
si AG prin glicozilare. Grupele oligozaharidice atat pentru
proteine, cat si pentru lipide sunt addugate in partea indreptata
spre lumenul RE sau AG.

Traficul de membrane se realizeaza prin intermediul
veziculelor, care se afla intr-o miscare continua. Veziculele se
insereaza intr-o membrand deja preexistentd. Reciclarea
membranelor este un proces continuu, ceea ce asigurd
functionarea lor normala in permanenta.

Veziculd
secretoare

Fig. 3.6. Biogeneza. evolutia si traficul membranelor

Transportul prin plasmalema
Plasmalema prezintda o permeabilitate selectiva care
asigurd transportul de materiale prin membrana plasmaticd. Se
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disting doua tipuri de transport: pasiv §i activ.

Transportul pasiv

Transportul pasiv — se face fara consum de energie,

substantele se deplaseaza in sensul gradientului de concentratie
sau in sensul gradientului electrochimic (pentru ioni). Gradientul
electrochimic e compus din gradientul de concentratie si cel
electric. Partea internd a membranei are sarcind electrica
negativa, iar cea externa - pozitiva.

A) difuziunea simpla, are loc prin stratul dublu lipidic.

B)

C)

Patrunderea substantelor liposolubile are loc conform
coeficientului de repartifie Intre ulei si apa. De asemenea
prin bistratul lipidic trec gazele i, ca exceptie, unele
substante hidrofile din care face parte apa, ureea,
metanolul.

transportul ionilor prin intermediul unor substante numite
ionofori (ionofori - polipeptide produse de microorganisme).
Existd doua tipuri de ionofori: transportori mobili (de exemplu
Valinomicina), care se unesc cu ionul de o parte a membranei,
complexul strabate startul dublu de lipide, iar mai apoi ionul
este eliberat de partea opusd; i de tip canal (de ex.,
Gramicidina) doud molecule de Gramicidind 1in stratul dublu
lipidic formeaza un canal.

difuzia facilitata se produce de la o concentratie mai mare
spre una mai micd (se opreste In momentul egalarii
concentratiilor de pe cele doud parti ale membranei), dar
substantele transportate trec mult mai rapid (100.000 ori),
decat ar fi de asteptat pentru dimensiunea si solubilitatea lor
in lipide. Substantele sunt transportate de catre proteine
specifice, numite permeaze, care se comporta ca niste
enzime legate de membrana, fiindcd difuziunea facilitata are
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caracteristici comune cu cataliza enzimaticd. Fiecare
proteind transportoare are un loc specific de legaturd a
substratului. Orice permeaza se poate uni §i, respectiv, este
capabila de a transporta un singur tip de molecule sau o
anumita familie de molecule.

D) Exemple de difuziune facilitatd: transportul anionilor,
ureei, glicerolului si a altor neelectroliti. Transportatorul
reprezintd o proteind transmembranard care sufera
modificiri conformationale reversibile. Intr-o anumiti stare
conformationala “pong”, locurile de legatura se gasesc la
exteriorul stratului dublu lipidic. In cealalti stare
conformationald “ping” aceleasi locuri sint expuse pe partea
opusd a membranei, iar substanfa este eliberatd. Acest
mecanism poartd denumirea de “pong - ping” (fig. 3.7).

Subsumgi\\

- @\] <= ® ®@

Protein mediatoare in @ @

transportul facilitat JL

Fig. 3.7. Schema difuziei facilitate

E) difuziunea simpld mediati de proteine canal - Se
deosebeste de difuziunea facilitatd. Proteinele membranare
formeaza canale care sunt deschise in mod continuu -
”canale de poartd*. Canalele se deschid :

- la legarea unui ligand de un receptor - canale cu poarta

comandata de ligand;

- 1n dependentd de voltaj - “canale cu poartd comandatd de
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voltaj”;
- canale care se deschid ca raspuns la cresterea concentratiei
intracelulare a unor ioni.

Transportul activ

Transportul activ - transport contra gradientului
electrochimic, care necesitd consum de ATP.

Transportul — activ se efectueazd de proteine
transportatoare integrate in membrana plasmatica.

A) Transportul ionilor - pompa de Na* si K* reprezinti o
proteini-enzimi (Na* - K" ATP-aza) ce scindeazi ATP in ADP
si fosfat anorganic si necesitdi Na* si K™ pentru activitatea sa.
Pentru fiecare moleculd de ATP hidrolizat se pompeaza la
exterior 3Na" si la interior 2K" (fig. 3.8). Proteina contribuie la
generarea potentialului electric de membrani. Pompa de Ca*
mentine concentragia scazuta de Ca** fin citosol fata de
concentratia mai mare a Ca2+ extracelular.

::E;‘i:elular @l D
1] l:] !

Cltosol

I:\

CI

Fig. 3.8. Mecanismul functiondrii pompei Na'/K*
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B) Transportul activ cuplat cu gradiente ionice e reprezentat
de transportul glucozei si al aminoacizilor prin plasmalema.
Glucoza este transportata de un caraus al glucozei de care se
leagd si Na® - sistem sinport. Na* tinde s intre in celuld
conform gradientului electrochimic, antrenand in acelasi sens
glucoza. Cu cit gradientul de Na* este mai mare si viteza
transportului e mare; dacd se reduce gradientul de Na® se
opreste si transportul glucozei. Na* care pitrunde cu glucoza
este pompat in exterior de Na'/K* ATP-aza ce mentine
gradientul de Na".

Transportul aminoacizilor se face prin sistemul sinport
cu Na', existand cel putin cinci proteine diferite in plasmalema
celulelor animale.

Directia de transportare a substantelor

L S "
AR AR 1R
RO R AL N | bAY
*

Uniport| | Sinportl | Antiport

Cotransport

Fig. 3.9. Tipurile transportului prin membrane

Diferite tipuri de proteine transportoare asigura
transferul fie a unui singur tip de molecule (ioni), fie a mai
multor (fig. 3.9). Daca printr-un canal se transporta un singur tip
de substante astfel de transport se numeste uniport (canalele de
Ca®* in membrana reticulului sarcoplasmatic). Transportarea
mai multor substante prin acelasi canal se numeste cotransport.
Cotransportul poate fi de doua tipuri: sinport, in cazul daca
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diferite moleculele (ioni) sunt transportate in aceeasi directie
(Na" - glucozi, Na* - aminoacizi) si antiport, daci substantele
se transporta in directii diferite prin membrani (pompa Na* - K,
Na' - Ca®*, CI'- HCO3, Na* - H).

Transportul macromoleculelor prin membrane

Macromoleculele (proteine, polizaharide, picaturi de
grasimi, bacterii, fragmente celulare) nu pot trece liber prin
membrane pasajul lor fiind facilitat de anumite proteine. Pentru
ele este caracteristic transportul prin vezicule, care poate fi de
trei tipuri: endocitozd, exocitoza, transcitozd.

Endocitoza se clasifica in fagocitoza si pinocitoza.

Fagocitoza este capacitatea unor celule de a ingloba
din exterior particule solide (proteine, fragmente celulare,
bacterii). Ea reprezintd o modalitate de nutritie a protozoarelor,
iar la mamifere joacd rolul de aparare a organismului datoritd
capacitatii leucocitelor de a fagocita. Prin fagocitoza sint
indepartate celulele senescente. Fagocitoza are cateva faze:

- chemotaxia - miscarea dirijata a fagocitelor, spre locul

infectiet;

- recunoasterea i atasarea fagocitelor de particulele

straine se face cu ajutorul receptorilor din plasmalema

fagocitului ce recunosc liganzii de pe suprafata particulei;

- 1inglobarea particulelor intr-o vezicula,

- digerarea celulelor fagocitate.
Transportul macromoleculelor in procesul endocitozei este
realizat prin intermediul veziculelor ce se formeaza din
membrana plasmaticd. Veziculele iau nastere in regiuni
specializate ale membranei plasmatice ce au aspectul unor
depresiuni. Pe suprafata citoplasmatica a depresiunilor se
gaseste ancoratd o retea proteicd, cel mai bine caracterizata este
clatrina, care determina formarea veziculelor.
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Pinocitoza - este capacitatea celulei de a ingloba din
exterior picaturi de lichide (mai frecvent picaturi de lipide),
procesul fiind similar fagocitozei.

Exocitoza se produce prin fuziunea unor vezicule din
citoplasma cu plasmalema si, astfel, materialul din vezicule este
varsat 1n afara celulei. Acest proces are loc in cazul eliberarii
hormonilor si a neuromediatorilor Tn membrana presinaptica.

Transcitoza - o forma de transport prin vezicule, cand
macromoleculele sunt captate de o parte a celulei prin
endocitoza, traverseaza citoplasma si sunt eliberate In partea
opusd prin exocitoza. Acest mecanism asigurd transportul
macromoleculelor prin epiteliul intestinal si endoteliul capilar.

Adeziunea celulara

In organismele pluricelulare celulele care indeplinesc
functii similare formeaza tesuturi, in care, In majoritatea
cazurilor, se stabilesc contacte. Contactul intercelular este
realizat prin intermediul unor structuri specializate numite
jonctiuni intercelulare. (fig. 3.10). Jonctiunea se realizeaza
cu ajutorul complexului de macromolecule localizat in spatiile
intercelulare numit matrice intercelulari.

Jonctiunile strinse (jonctiuni de ocluzie) — se
formeaza prin apropierea puternica a doud membrane vecine.
Retinerea membranelor in apropiere se realizeaza cu ajutorul
unor proteine speciale, care sunt comune pentru ambele
membrane. Ele apar intre celulele epiteliale ce delimiteaza
lumenul unor cavitati (vezica biliard, unele glande endocrine).

Jonctiuni de adeziune — se intalnesc, de asemenea,
intre celulele epiteliale, in apropierea jonctiunilor stranse. Astfel
de contacte se menfin cu participarea citoscheletului
(filamentelor de actind), distanta dintre membranele vecine
pastrandu-se de 15-20 nm.
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Desmozomii — asigura adeziunea celulelor in epitelii,
necesard pentru asigurarea rezistentei mecanice. Membranele
celor doua celule isi pastreaza individualitatea, intre ele exista
un spatiu de 15-20 nm. Contactele sunt mentinute cu ajutorul

Jonctiuni strinse

it ?ﬂ-'?
§ ¢
oA
.99"
Desmozome ¢ ¥ ¥

Jonctiuni N v
p?.rl'mezﬂj)ile X \
gap 5
i)
i P
Hemidesmozome _,_..——*:‘.‘1\\/

Fig. 3.10. Tipuri de jonctiuni celulare

filamentelor intermediare din celulele vecine, care constituie un
tot intreg. Componenta fibrilarda a desmozomilor e prezentata de
exemplu prin Keratina (intre celulele musculare ale inimii).

Hemidesmozomii — structural sunt asemandtori cu
desmozomii, 1nsd asigurd contactul celulelor cu o structura
specializatd a matricei extracelulare, numitd lamind bazala.
Sunt proprii tesuturilor epiteliale.

Jonctiunile permeabile (jonctiunile “gap”) — se
formeaza intre membranele a doua celule care comunicd prin
canale cilindrice formate de o proteind, numitd comnexind.
Distanta dintre membrane este de 20-40A. Canalele permit
trecerea substantelor cu greutate moleculara mica dintr-o celula
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in alta Tn mod direct prin punti citoplasmatice si formeaza un
sincitiu. Sunt intalnite intre celulele musculare netede din
intestin, sau intre celulele embrionilor.

Sinapsa — reprezintd o jonctiune specializatd intre
celulele nervoase, sau intre celulele nervoase si cele musculare
prin intermediul cdrora are loc transmiterea impulsurilor
nervoase. In sinapsele chimice membranele celulelor vecine sunt
separate printr-o spatiu numit fantd sinaptica, in care sec
elibereazd veziculele cu neuromediator. In sinapsele electrice
impulsul electric este transportat prin intermediul ionilor, care
trec prin jonctiuni de tip “gap”.

Verificarea cunostintelor:

1. Definiti notiunile: plasmalema, glicocalix, receptor, ligand,
transport pasiv, transport activ, endocitozad, exocitoza,
transcitoza, clatrind, jonctiune celulara.

Care sunt functiile membranei plasmatice?

Care este structura moleculara a membranei plasmatice?
Care sunt particularititile organizarii membranelor interne?
Care este organizarea moleculard si  functiile
glicocalixului?

Care este importanta transportului membranar pentru
activitatea vitala a celulelor?

7. Care sunt particularitatile transportului pasiv?

8. Care este rolul biologic si particularititile pompei Na*-K*?
9. In ce consta evolutia si interactiunea membranelor?

10. In ce consti rolul biologic al contactelor celulare?

arwn

o
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COMPARTIMENTARA CELULEI EUCARIOTE

Celulele eucariote contin membrane interne care separa
diferite medii fermentative, formand organite membranare, care
ocupd aproximativ o jumatate din volumul total al celulei (tab.
4.1). Principalele compartimente membranare sunt reticulul
endoplasmatic (RE), aparatul Golgi (AG), lizozomii,
peroxizomii, mitocondriile si nucleul. Fiecare dintre acestea
contine un set specific de proteine si indeplineste o functie
definita. Astfel, in celuld se pot realiza multiple reactii chimice
care asigura vitalitatea: asimilarea substantelor din exterior,
sinteza  substantelor  proprii, metabolismul energetic,
autoreproducerea, reinnoirea structurilor celulare, adaptarea la
conditiile de mediu, interactiunile cu alte celule. Numarul, forma
organitelor membranare si, in special, compozitia lor chimica

difera de la celula la celula, de la tesut la tesut.
Tabelul 4.1. Volumul relativ al compartimentelor celulare
dintr-un hepatocit

Componenta % din volum Numairul per celuli
Citozolul 54 1

Mitocondriile 22 1700

RE rugos 9 1

RE neted si AG 6

Nucleu 6 1

Peroxizomi 1 400

Lizozomi 1 300

Endozomi 1 200
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Reticulul endoplasmatic
Reticulul endoplasmatic reprezinta un sistem complex de
membrane, organizate in canale si cisterne. RE reprezinta
aproximativ 10% din volumul celular total.

RE rugos RE neted

Lumenul RE i 200
Fig. 4.1. Schema si microfotografia reticulului endoplasmatic

Membranele RE au o organizare moleculard similara
altor membrane (bistrat lipidic, proteine, hidrati de carbon).
Particularitatile functionale sunt determinare de proteinele
prezente (de ex., riboforinele sunt prezente doar in membranele
RE rugos si asigurd asocierea ribozomilor). Spre deosebire de
membrana plasmatica in membranele din RE glucidele sunt
orientate spre lumen, iar enzimele - spre citozol.

Din punct de vedere morfologic si functional se
deosebesc doua tipuri de reticul endoplasmatic: a) RE rugos si
b) RE neted. Ambele tipuri interactioneaza intre ele, au
membrana si lumen comune (fig. 4.1).

RE rugos. Are la suprafafa membranei numerosi ribozomi,
iar lumenul reprezinta o continuare a spatiului perinuclear. Canalele
au un diametru de 20-30nm. In diferite celule apare sub diferite
forme: corpusculul Nissl in neuroni, corpusculii Berg - hepatocite,
ergastoplasma - celulele pancreasului.
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RE rugos este responsabil de sinteza diferitor tipuri de
proteine:
v’ proteine secretate;
v" plicoproteine pentru membranele:

= plasmalemei;

= nucleului;

* RE;

= gparatului Golgi;
enzime lizozomale;
enzime ale RE rugos;

Enzime ale aparatului Golgi;
proteine atasate pe suprafata externad a membranei celulare:
colagenul, laminina etc.

RE neted. RE neted este conectat la cisternele formate
de RE rugos si reprezintd o retea de canale cu un diametru de
30-60nm. Este responsabil de sinteza si metabolizarea acizilor
grasi si a fosfolipidelor, sinteza colesterolului si a hormonilor
steroizi, cat si de detoxifierea xenobioticelor (pesticide,
medicamente, cancerigeni chimici). Enzimele implicate in
biosintezd sunt proteine membranare integrate si au centrele
active Indreptate spre citozol.

In sinteza RE exercita urmatoarele functii biologice:
¢ Crearea in interiorul celulei a gradientelor ionice
transmembranare si a potentialului de membrana;
biosinteza proteinelor;
glicozilarea proteinelor;
biogeneza membranelor;
detoxifierea substantelor endogene s§i exogene prin
neutralizarea efectelor lor nocive (hidroliza, oxidarea,
reducerea, conjugarea);
biosinteza lipidelor;
transportul substantelor organice sintetizate;
¢ depozitarea substantelor organice.
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Aparatul (complexul) Golgi.
Aparatul Golgi (AG) a fost pus in evidentd de Camille

Golgi (1898) printr-o coloratie speciald, observata in celulele
sistemului nervos §i reprezinta un set de compartimente
functional distincte, formate dintr-un sistem de cisterne turtite si
delimitate de o membrana (5-11 compartimente per celuld) (fig.
4.2). Proteinele sintetizate in RE trec in AG pentru a fi
prelucrate, sortate si exportate.

cis

c1s

Vezicule

mediale
Cisterne () "=" <
trans =) @ : @
Retea trans™=:
Vezicule A
secretoare frans

Fiag. 4.2. Schema si microfotoarafia aparatului Golai

Functional AG este format din trei regiuni distincte (fig. 4.3):

>

compartimentul cis (orientat spre RE) sau de “intrare”, in
care proteinele (sau componentele membranare) nou
sintetizate sunt transferate din RE in aparatul Golgi; aici
unele proteine sunt fosforilate sau/si glicozilate (se adauga
una sau mai multe molecule de manozd);

compartimentul  median, in care se face glicozilarea
proteinelor si lipidelor: se adaugd lanturi mari de manoza, se
adauga N-acetil-glucozamina, galactoza si fructoza;
compartimentul trans, in care se indeparteaza galactoza, se
adauga acid sialic, formand acidul N-acetil neuraminic
(NANA). Compatrimentul trans continua cu o retea de

66



tuburi ce formeaza reticulul Golgi trans sau reteaua Golgi
trans. Acest compartiment reprezintd “poarta de iesire”, de
export a produselor procesate si sortate, destinate functiilor
bine determinate 1in interiorul (anumite organite) sau
exteriorul celulei. In jurul cisternelor proemineaza grupuri
de vezicule ce realizeazd traficul molecular de la RE la
aparatul Golgi, intre compartimentele complexului, si
exporta pe diferite directii molecule biologic active.

Sintera proteinelor

~ Qo ('/g "

- FIReE I

v forilaves ofigogineidelor lizozomea ois
e - C
& - el ee Iz
FETERTrE IOz
- acdangare N-geenwlgfecosaming
- il merlacfoza
= acdenigare aeid siafe
- avdaugare aeid siafic eIy

NEHRT AR

| YVezicula secretoare

-

Me I'I'IbF‘dTIaI plasmatica

Fig. 4.3. Functionarea AG
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Sortarea si repartizarea moleculelor se face datorita
interactiunii lor specifice ligand — receptor (fig. 4.4).
In general, complexul Golgi este considerat sediul central al
sintezei hidratilor de carbon si al modificarii specifice a
macromoleculelor. Proteinele si lipidele care trec prin aparatul
Golgi sunt supuse in mod dirijjat unor modificari specifice.
Procesul cel mai important constd in atasarea lanfurilor de
oligozaharide sau grupari fosfat la proteine si lipide, care pot
servi si ca semnale de directionare sau sortare.

/J ~——" Lizozom
®
O |
om '
o (N
— @ )—=(o)—Ce
O % Veziculi I
— =/ [ secretoare
O Elemente de 0
iranzitie (] |
: NI AN, N Qﬁi?/’_
Granulid
OO0 secretears
g \ 85 )
> _ \5=/
s PREE wmem mma S e
plasmatici
[] Gramuliproieici secretati B Proieini Lizizomali IS Recepior pentru manozo-6-fosfat
() Proteini constituitivi secretati g Prvteia Lizozomali cu =L Recepiorpemiru granulele secretaie

. Proieine RE ligand manozo-6-fosfat
C( Receptior de recuperare

Fig. 4.4. Sortarea moleculelor in aparatul Golgi
Patologia AG:
v' boala von Geerke — defect genetic enzimatic ce duce la
supraincarcarea celulelor cu glicogen;
v"sindromul adrenogenital — sinteza deficitara a unor steroli;
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v" miopatii congenitale — RE anormal in fibrele musculare
striate si cele cardiace;

v’ toleranta la unele medicamente in cazul alcoolismului cronic
(alcoolul induce enzimele microsomale, ceea ce accelereaza
metabolismul medicamentelor si respectiv eliminarea lor
rapida din sange).

Lizozomii
Lizozomul a fost vizualizat ca organit celular doar prin
microscopia electronica (Cristian de Duve, 1950). El a fost
descris ca o veziculd, limitatd de o membrana, functia lui
principala fiind digestia intracitoplasmatica a diverselor
molecule, componente celulare, corpusculi fagocitati. Sub aspect
biochimic, lizozomii au fost prevazuti inainte de identificarea lor
morfologicd, prin actiunea  hidroliticd pe care o aveau
omogenatele
i‘ 0.05-0.5 q obtinute din
celulele hepatice.
Dimensiunea si ma-
rimea lizozomului
variaza 1n limite
foarte largi 0,05-0,5
um, insd Tnsusirea
comund a acestora
este  faptul ca
reprezintd depozitul

Echipament enzimatic
lizozomal:

Hidrolaze acide:
Fosfataze
Nucleaze pH=35
Proteaze
Glicozidaze
Sulfataze
Lipaze

VVVVVYY

Citozol ATP- ¢ enzimele hidro-
oH = litice acide (enzime
ATP ADP de digestie) (fig.

Fig. 4.5. Structura lizozomului. 45) il’l membrana

lizozomului se
gdsesc proteine puternic glicozilate, ceea ce o face rezistenta la
actiunea hidrolitica a enzimelor din lizozom.
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Lizozomul contine aproximativ 40 enzime hidrolitice a caror
activitate optima are loc la pH ~5,0. Aceastd dependentd a
actiunii enzimatice de pH protejeaza componentele citozolului
(care are pH ~7,2) de o eventuala lezare a membranei
lizozomale, deoarece enzimele devin inactive la pH 7,2.

in interiorul lizozomului pH-ul acid este mentinut de o
pompi de H" (H'-ATPaza) prezenti la nivelul membranei, care
foloseste hidroliza ATP ca sursd de energie. Astfel, ionii de
hidrogen sunt pompati continuu in lumenul lizozomal asigurand
in permanentd un mediu acid. Acest mediu este necesar pentru
denaturarea proteinelor, care le fac accesibile actiunii
hidrolazelor lizozomale.

Traficul materialelor spre lizozomi

Materialele care urmeaza a fi digerate sunt transportate
la lizozomi pe diferite cai (fig. 4.6).

Bacterie —

Fagocitoza

Endozom \\
prematur

) e — (i

1 a3t - o
Endocitozi Endgmm
matur
==
Mltncundrle
j (_) Autofagozom

Autnfagle

Fig. 4.6. Traficul materiallor spre lizozomi

» Endocitoza, prin care materialul este transportat de la
endozomi la lizozomi.
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Autofagocitoza, prin care resturile celulare (partile de
celule) sunt transportate in lizozom pentru a fi distruse.
Crinofagocitozd, prin care se regleaza cantitatea de produse
secretate din celulara (de ex., hormonii 1n celulele
endocrine).

Fagocitoza, care reprezinta procesul in care particulele sau
microorganismele sunt incorporate in lizozomi si ulterior
digerate. Acest proces are loc numai in celule specializate
(macrofagi, neutrofile). Prin incorporarea acestor materiale
se formeaza fagozomii, care se transforma in fagolizozomi.

Patologii lizozomale:

boala Tay Sachs — se manifesta prin intarziereca dezvoltarii
mintale a copilului, perturbarea sistemului nervos central si
moartea pand la varsta de 5 ani. Boala este cauzata de
alterarea unei enzime lizozomale necesare pentru
catabolizarea mucopolizaharidelor; ca rezultat, in membrana
celulelor nervoase se acumuleaza gangliozida GM2.

boala cu celule | este cauzata de incapacitatea atasarii
gruparii manozo-6-fosfat la enzimele lizozomale, din care
cauza aceste enzime nu mai pot fi sortate si directionate spre
lizozomi la nivelul AG. Ca rezultat majoritatea enzimelor
hidrolitice lipsesc din celule, avand ca efect acumularea
incluziunilor nedigerate in citoplasma. La astfel de bolnavi
fibroblastii contin niste vezicule mari cu glicolipide si
componente extracelulare, care in mod normal ar trebui sa
fie hidrolizate de enzimele lizozomale.

Peroxizomii
Peroxizomii au fost identificati prin microscopie

electronica de catre Rhodin in anul 1954. Organitul are
dimensiuni de 0.5-1um si este Inconjurat de o singurda membrana
cu grosimea de 6 nm. In interior se afli o matrice ce contine
oxidaze (urat-oxidaza, D-aminoacid oxidaza) si catalaza.
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Peroxizomii utilizeaza oxigenul molecular pentru indepartarea
atomilor de hidrogen din D-aminoacizi proveniti din bacteriile
intestinale. In felul acesta se obtine apa oxigenati (H,05), toxica
pentru celuld, care este mai apoi utilizatd de catalaza pentru
detoxificarea fenolilor, acidului formic, formaldehidei si
alcoolilor.

RH, + O, M} R + H,0,
H,0; + RH, —C#t y R+ 2H,0

Reactiile decurg, in deosebi, in celulele hepatice si cele
renale. In absenta reactiilor de detoxificare apa oxigenata se
descompune pand la api si oxigen molecular. In cazul daci
H20, nu este descompus de catalaza pot aparea radicali liberi cu
efecte nocive pentru celula.

2H,0, — Cataloza 0O, + 2H,0

Biogeneza peroxizomilor: membrana peroxizomilor
este generatd prin reinnoirea fosfolipidelor de la RE neted.
Proteinele peroxizomale sunt sintetizate de ribozomii liberi din
citozol. Se presupune, cd catalaza are o secventd semnal,
orientatd spre citozol, ce recunoste enzimele peroxizomale
integrandu-le n organit. Noii peroxizomi apar prin diviziunea
peroxizomilor preexistenti.

Patologia peroxizomilor:

' sindromul Zellweger — este cauzat de lipsa peroxizomilor,
ceea ce duce la disfunctii cerebro-hepato-renale, ca rezultat
copii mor pana la varsta de 1 an;

' adrenoleucodistrofii — sunt cauzate de diminuarea functiei
peroxisomilor in oxidarea acizilor grasi, ceea ce duce la
distrugerea progresiva a substantei albe din creier si a
corticosuprarenalei;
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\  acatalazemia — peroxisomii lipsesc in celulele tumorale, ceea
ce duce la cresterea rapida a tumorii.

Mitocondriile

Mitocondriile sunt prezente in toate celulele eucariote si
sunt responsabile de conversia energiei eliberate din
metabolizarea glucidelor, acizilor grasi si aminoacizilor in
legaturile macroergice fosfoanhidrice ale ATP. Au lungime de
2-10 um, diametrul de 0.5-1 pm si ocupa aproximativ 25% din
volumul citoplasmatic. Orientarea si distribuirea lor se
realizeazd prin intermediul asocierii la  microtubulii
citoplasmatici.

Structural mitocondriile constau din doud membrane (cu
grosimea de 6 nm fiecare), compartiment periferic (spatiu
intermembranar) $i  compartimentul central (matricea
mitocondriald) (fig. 4.7).

— Membrana externd este alcatuita din proteine (50%),
colesterol si fosfolipide. Are un aspect neted si indeplineste
functia de filtru intre citozol si compartimentul periferic.
Proteina porina functioneazd ca un canal ce permite
transportarea diferitor molecule cu dimensiuni mai mici de
10kD.
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Membrana externa Criste

ot - f——
Membrana interni Matrice {onnm

Fig. 4.7. Schema si microfotografia mitocondriei

— Compartimentul periferic (spatiul intermembranar) are
latimea de 6-8 nm si serveste la acumularea protonilor, cat si
transportarea substantelor.

— Membrana internd este alcatuitd din proteine (80%) si
cardiolipina  (difosfatdiglicerol — 10%), care ofera
impermebialitate pentru mai multe tipuri de ioni. Proteinele
se clasifica in:

» proteine implicate in reactiile de oxido-reducere, ce se

realizeaza la nivelul lanfului respirator;

» proteine transportoare, ce asigura intrarea metabolitilor in

matricea mitocondriald sau iesirea lor in spatiul intermembranar;

» complexul enzimatic ATP-sintetaza care asigura fosforilarea

oxidativa.

Membrana interna formeaza numeroase invaginari numite Criste,

numarul lor fiind determinat de intensitatea metabolismului celular.

— Compartimentul central (matricea mitocondriali) care este
format din:

¢ genomul mitocondrial (ADN circular, se contine in mai
multe copii);

¢ ribozomii mitocondriali (coeficientul de sedimentare de in
mediu 70S; la mamifere — 55S);
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molecule de ARNm, ARN;
granulatii cu densitati electronice diferite (depozite de
Ca2+);
enzime implicate in:
v’ replicarea si functionarea aparatului genetic al
mitocondriei;
v' oxidarea piruvatului si a acizilor grasi pana la acetil-
CoA;
v" ciclul acizilor tricarboxilici (ciclul Crebs).

Procesele metabolice mitocondriale

In mitocondrii se desfisoard procese metabolice legate de

metabolismul energetic si plastic.

>

>

Metabolismul energetic (fig. 4.8):

oxidarea piruvatului si a acizilor grasi pana la CO,, Insotita
de reducerea cofactorilor enzimatici NAD" si FAD;
transportul protonilor si electronilor prin lantul respirator
mitocondrial, 1nsotit de generarea unui gradient
electrochimic de protoni;

utilizarea energiei stocate 1n gradientul electrochimic de
protoni pentru sinteza ATP din ADP si fosfat anorganic;
combinarea protonilor cu oxigenul molecular si formarea
apei.

Metabolismul plastic:

autoreproducerea — este determinata de prezenta genomului
propriu, care este semiautonom fatd de genomul nuclear;
expresia genelor mitocondriale cu participarea propriului
aparat de translatie: ARNm, ARNt, ribozomi;

importarea din citozol a proteinelor sintetizate pe baza
genelor nucleare (80% din proteinele mitocondriale sunt de
origine nucleara).

75



Piruvat | [Acizi gragi|

Membrana interni
-

Membrana externi
BETERTT I TR -~

Piruvat | |Acizi grasi
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Fig. 4.8. Reprezentarea schematica a metabolismului
energetic in mitocondrie

Patologia mitocondriilor.

In cazul defectului genelor mitocondriale boala poate fi transmisa
doar pe linie maternd. Bolile provocate se refera la miopatii si
neuropatii:
miopatia mitocondriala;
encefalopatia si encefalomiopatia familiala;
neuropatia opticd ereditard Leber;
sindromul Kearns-Sayre — afectiune neuromusculara,
cauzatd de alterarea enzimelor lantului respirator.

2L 2 2 2

Citoscheletul
Una din particularitatile celulelor eucariote este
capacitatea lor de a-si pastra forma, de a efectua miscari
coordonate si directionate, care se bazeaza pe existenta unui
sistem de filamente proteice numit citoschelet.
Functiile principale ale citoscheletului sunt:
V' determini si mentine forma celule;

76



N asiguri localizarea precisa a organitelor;
\  asigurd motilitatea celulara:
— miscari de contractiec musculara,
— miscarea de locomotie ameboidala,
— miscarile cililor si flagelilor,
— miscdrile din microvli,
— miscarile din cadrul diviziunii celulare,
— curentii citoplasmatici prin sistemul microtubul;

\ intervine in organizarea molecularda si functionala a
membranei celulare, In chemotaxis si in adezivitatea
celulara;

V' asigura transportul intracelular al macromoleculelor asociate
filamentelor.

Citoscheletul este alcatuit, in principal, din trei tipuri de
structuri fibrilare: microfilamente de actind, microtubuli si
filamente intermediare.

Filamentele de actina (microfilamente) sunt polimeri
bicatenari formati din proteina actina. Reprezinta niste structuri
flexibile cu diametrul de 5-9 nm. Desi filamentele de actina
sunt dispersate in celuld, ele sunt concentrate mai mult in
regiunea corticala a celulei. Actina interactionand cu miozina,
determind formarea miofilamentelor asigurdnd contractia
musculara si motilitatea membranei plasmatice in timpul
fagocitozei sau deplasarii celulelor pe substrat.

Filamentele intermediare reprezinta niste filamente
heterogene cu diametrul ~10 nm formate din proteine fibrilare.
Existd o specificitate Tnalta a filamentelor intermediare in
dependentd de tesut (de ex., keratina in celulele epiteliale,
desmina in celulele musculare, vimentina in fibroblasti). Ele
intra in compozitia laminei nucleare, strabat citoplasma,
asigurand rezistenta la stresurile mecanice si participd la
jonctiunea celulelor.
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Microtubulii reprezinta niste cilindri lungi formati din
tubulina (fig. 4.9). Ei au
diametrul de 25 nm si
sunt mai rigizi decat
filamentele de actina.
Microtubulii, de obicei,
sunt fixati cu un capat de
centrozom — centrul de

Tubulina origine a microtubulilor.
Fiecare microtubul este
format din 13

protofilamente, iar acestea la randul lor sunt formate fiecare din
heterodimeri de tubulind (o si B) asezati cu capul spre coada,
ceea ce conferd microtubulilor un caracter polar. In celuld
microtubulii pot fi izolati, forma structuri provizorii (fibrele
fusului de diviziune) sau organite permanente (centrioli,
corpusculi bazali, cili, flageli) (fig. 4.10).  Microtubulii
realizeaza numeroase functii vitale pentru celula: distributia
cromozomilor in mitoza sau meioza, transportul intracelular,
motilitatea celulara.

Patologia citoscheletului:

patologia motilitatii celulare:

- modificari complexe ale motilitatii leucocitare — sindromul Chediak-
Higashi (se caracterizeaza prin albinism partial, infectii piogene
severe §i pancitopenie) ca rezultat al defectului de asamblare a
tubulinei In microtubul scade motilitatea neutrofilelor;

- diminuarea capacitatii chemotaxice a celulelor — “sindromul
leucocitelor lenese” (lazy-leucocyte syndrome);

- alterari moleculare si functionale ale miscarii ciliare — sindromul
Kartagener (caracterizata prin triada: bronsiectazie bilaterald,
inversiune viscerald, polipoza nazala sau sinuzitd maxilara +
sterilitate  masculina  din  cauza  pierderii  motilitatii
spermatozoizilor);
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v modificari ale citoscheletului la nivelul celulelor canceroase; moleculele
suprafetei celulare sunt implicate in metastazarea tumorilor maligne;

\' cardiomiopatia familiald ca urmare a anomaliilor discurilor intercelulare
din miocard,;

v anemia megaloblastici — modificarea conformatiei spectrinei eritrocitare.

 IN—
100 nm

Fig. 4.10. A. Microfotografia si schema centriolului.
B. Structura corpuscului bazal al flagelului
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Verificarea cunostintelor:

Definiti notiunile: organit, endosom, hidrolaza, catalaza,
citoschelet, tubulina, centriol.

Care este rolul compartimentalizarii celulare?

Care sunt functiile reticulului endoplazmatic?

Care sunt particularitatile de organizare ale AG?

Care sunt etapele sortarii enzimelor lizozomale?

Care sunt functiile peroxizomilor?

Care sunt procesele metabolice din mitocondrii?

Ce roluri Indeplineste citoscheletul in activitatea celulelor?
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PROCARIOTELE

Celulele procariote se caracterizeaza printr-0
organizare relativ simpld, dar posedd toate insusirile de baza
ale unei celule vii: membrana, aparat genetic, aparat enzimatic
pentru sinteza substantelor organice. Membrana plasmatica
formeaza un singur compartiment citoplasmatic, fara o structura
internd bine organizatd. Contin un singur cromozom
(nucleoidul), constituit dintr-o singura moleculd inelarda de
ADN, fara a prezenta un nucleu bine conturat. Din acest motiv
ele au fost denumite procariote. Principalii reprezentanti ai
acestei grupe de organisme vii sunt bacteriile si algele cianofite.
Bacteriile sunt procariotele care se intalnesc cel mai frecvent 1n
mediul inconjurator, fiind considerate cele mai mici entitati vii,
autonome, guvernate de informatia confinuta in ADN.

In naturd se intdlnesc diverse tipuri de bacterii. In dependenta de
forma se deosebesc:
» bacili — bacterii in forma de bastonas (Escherichia coli);
» coci — bacterii sferice (Micrococcus cerolyticus);
» diplococi — doi coci intr-o capsula (Diplococcus pneumoniae — provoaca
pneumonia);
streptococi — siraguri de coci (Streptococcus pyogenes — provoacd
angina si scarlatina);
stafilococi — ciorchine de coci (Staphylococcus aureus — provoaca boli
ale cailor respiratorii);
spirila - spirala cu flagel (Spirrilum);

vV VvV V¥V
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» vibrion — forma de virguld, cu flagel (Vibrio cholerae — provoaca
holera).

invelisul celular al bacteriei

In dependenta de structura invelisului celular se disting
bacterii Gram — pozitive si bacterii Gram — negative (fig.
5.1). Denumirea depinde de culoarea pe care o obtin bacteriile in
rezultatul colorarii dupa Gram (cu colorant bazic).

Celulele sunt inconjurate de un perete celular rigid
format dintr-un peptidoglican numit mureina. Unele bacterii
sunt inconjurate de capsule mucilaginoase care asigura
formarea coloniilor. Capsulele, de rand cu peretele celular, au
rol de protectie a celulelor. Astfel, susele (bacterii dintr-0
specie care se caracterizeaza prin anumite proprietati) de
pneumococi posesori de capsule sunt virulenfi si provoaca
pneumonia, in timp ce sugele lipsite de capsule sunt avirulente,
deoarece sunt distruse de fagociti.

Bacteriile Gram — pozitive

La bacteriile Gram-pozitive invelisul celular este alcatuit
dintr-o membrana plasmatica acoperita de un perete celular gros
la care sunt asociati acizii teihoici, lipoteihoici si polizaharidele.

Membrana plasmatica are o structura asemanatoare cu
cea a eucariotelor. Bistratul de fosfolipide este asociat cu
proteine integrale (proteine canal) si semiintegrale (proteine
enzime). Enzimele bacteriene sunt asociate la suprafata
citoplasmaticd a membranei, catalizand transportul activ al
substantelor, procesele lantului respirator, sistemele de
transformare a energiei. Membrana plasmatica contine H'-ATP-
aza, componentele necesare pentru sinteza fosfolipidelor,
peptidoglicanului, lipopolizaharidelor, contine de ancorare a
moleculelor de ADN. Membrana plasmatica bacteriana
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reprezintd o structurd multifunctionala care combina functiile
realizate de diferite compartimente ale celulei eucariote.
Gram-negativi Gram - pozitiva
Iembrana externd Sept
Citoplastmd

Iezozom

Strat lipoproteic

. e --'Mfmhranamtema\

\ \\Pm’etecelular/. | . .

Capsuld
L i Arnia tethoict
ipopoli- ST
abaride Atz hipotethoict

Mermhrana externd

RVLNDRE RURNNE 115 g 2o N ELT Proteine de legatura
Lipoproteide

patiu periplastnatic

Perete celular ¥
Peptidoglican
}..Manhrana mtmlé—{
. Citoplasm — SRR
Awelopa hacteriilor Pereiele bac.te.ri.i]nr
Gram - negative Gram - pozitive

Fig. 5.1. Structura bacteriilor Gram-pozitive si Gram—-negative
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In bacteriile Gram — pozitive se pot depista niste structuri
membranare veziculare sau veziculo-membranare numite
mezozomi, care se formeaza prin invaginarea membranei
plasmatice. La moment se considerd cd mezozomii sunt niste
analogi ai mitocondriilor din celulele eucariote si participa la
procesele de respiratie aeroba.

Peretele celular al bacteriilor este constituit din
mureind, care prezinta un polimer format din catene de N-
acetilglucozamina (NAG), acid N-acetomuramic (NAM), unite
intre ele prin aminoacizi (fig. 5.2). Grosimea peretelui celular
variaza intre 20-80 nm (la bacteriile Gram—pozitive), constituind
de la 5-10% si, respectiv, pana la 95% din masa uscata a celulei.

M-acetilglucozarmind

Fig. 5.2. Structura peptidoglicanului

La suprafata celulelor se afla si alti componenti:
- acizii teihoici care reprezinta polimeri purtatori de
sarcini negative si refin cristalele violete la colorare dupa Gram.
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Acizii teihoici sunt strans legati de peptidoglican la bacteriile
Gram—pozitive, in timp ce la bacteriile Gram—negative lipsesc;

- Acizii lipoteihoici — reprezinta polimeri din glicofosfati
si glicolipide si sunt ancorati de plasmalema. Ei au rol antigenic,
citotoxic si adeziv (Streptococcus pyogenes).

La exterior peretele celular este acoperit cu un strat
subtire de lipide care-1 protejeaza de actiunea lizozimei — enzima
capabild sa hidrolizeze legaturile dintre resturile de glucide,
distrugdnd mureina. Stratul lipidic apara celula si de actiunea
penicilinei, care represeaza procesul de formare a legaturilor
dintre componentele peretelui celular la bacteriile Gram—
pozitive.

Bacteriile Gram-negative

Bacteriile Gram—negative se caracterizeaza prin existenta
a doud membrane: membrana plasmaticd internd - membrana,
care comunicd direct cu citoplasma, si membrana plasmaticd
externd CU grosimea de 7.5-10 nm, situatad spre exteriorul
celulei. La majoritatea bacteriilor Gram—negative membrana
plasmatica internd este unitd covalent de peptidoglican prin
intermediul lipopoproteidelor. La unele bacterii (E. coli),
membrana externa si cea internd comunica in mai multe locuri,
ceea ce provoaca intreruperea continuitatii peretelui de mureina.

Membrana plasmatica internd la bacteriille Gram-
negative are 0 organizare si functii similare cu membrana
plasmatica a bacteriilor Gram-pozitive, cu deosebirea ca nu
formeaza mezozomi.

in spatiul periplasmatic exista un strat de mureini cu
grosimea de 3-10 nm, unit covalent cu membrana plasmatica
externa prin intermediul unor lipoproteide.

Membrana plasmatica externa are o structurd asimetrica
formatd de: fosfogliceride si cardiolipine din stratul intern al
acestei membarane si lipidele A (molecule hidrofobe) din stratul
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extern asociate cu polizaharide, formand stratul extern al
invelisui bacteriilor Gram-negative de natura lipopolizaharidica.

Lipopolizaharidele reprezintdi complexe formate din
lipida A cu functie de ancord si lanturi de carbohidrati
(Antigenul O).

In componenta membranei externe doar la bacteriile
Gram-negative intrd o proteind specificd numita porina, care
formeaza canale pentru transportarea substantelor hidrofile.
Aceste canale au permeabilitate selectiva, astfel impiedicand
trecerea unor antibiotice (ampicilina) cu actiune contra
bacteriilor Gram-pozitive. O trasatura specificd pentru
membrana externa a bacteriilor este incapacitatea realizarii
transportului activ din cauza lipsei complexelor enzimatice
specializate.

Flagelii si pilii

De la suprafata celulelor bacteriene pornesc niste
excrescente filiforme care pot fi de doua tipuri: pili si flageli.
Unele bacterii poseda ambele tipuri de structuri.

Flagelii sunt prezenti de obicei la suprafata bacililor, mai
rar a cocilor. Ei reprezinta niste tubuli cu grosimea de 10-60 nm
formati din 3-11 filamente asamblate din proteina globulara
flagelina. Spre deosebire de flagelii celulelor eucariote, flagelii
bacterieni nu sunt acoperifi cu membrand plasmatica. Ei se
unesc cu plasmalema si peretele celular prin intermediul unor
discuri, care la bacteriile Gram—pozitive sunt in numar de o
pereche, iar la bacteriile Gram-negative — in numar de doua
perechi. Deoarece flagelina nu poseda activitate de ATP-aza,
flagelii nu sunt capabili sa efectueze miscéri ondulatorii ca la
eucariote. Miscarea lor se datoreaza rotirii flagelului in jurul
axei sale. Ca sursa de energie pentru miscare serveste gradientul
H" de la suprafata membranei plasmatice. Flagelii posedi
proprietati antigenice (antigenul H).
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In dependenti de numiarul de flageli deosebim

urmatoarele tipuri de bacterii:

= monotrihi — cu un singur flagel (Vibrio ohoterae);

= |ofotrihi — cu un manunchi unipolar (situat la un singur capat) de flageli
(Bartonella bacilliformis);

= amfitrihi — cu manunchiuri bipolare (la doud capete) de flageli
(Spririllum serpens);

= peritrihi — cu flageli in jur (Escherichia coli).

Pilii reprezinta niste excrescente subtiri situate la
suprafata celulelor Gram — negative si sunt formati dintr-un grup
de proteine numite piline. Numarul lor variaza de la cativa pana
la 200 per celula. Exista 2 tipuri de pili: numerosi pili scurti care
participa la adeziunea celulara fata de substrat si 1-6 pili lungi,
numiti pili de sex, sau F-pili, care participa la conjugarea
bacteriand. In procesul conjugarii are loc schimb de material
genetic intre celule. De asemenea, pilii confera proprietati
adezive acelor suse care trdiesc in interiorul altor organisme.

Componente intracelulare

Bacteriile nu contin organite celulare membranare asa ca
RE, AG, lizozomii, peroxizomii, mitocondriile. Unele specii
contin membrane fotosintetizatoare si sunt de asemenea,
descrise vezicule umplute cu gaze.

Celulele bacteriene contin ribozomi cu coeficientul de
sedimentare 70S (30S + 50S), responsabili de sinteza
proteinelor. Ribozomii pot fi dispersati in citoplasma sau pot fi
asociati la ARNm in preajma nucleoidului. In citoplasmi se mai
pot gadsi si substante de rezervd sub formd de granule de
glicogen etc.

Numeroase specii bacteriene pot forma endospori —
structuri care permit supravietuirea speciei 1n conditii
nefavorabile. Au fost descoperiti spori care au existat in stare
latentd peste 25 milioane ani, pastrandu-si capacitatea de
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restabilire. Endosporii au un perete celular gros ce contine
proteine, iar citoplasma este deshidratata.

Aparatul genetic al celulelor bacteriene

Materialul genetic al celulelor bacteriene este reprezentat
prin nuocleoid si plasmide.

Nucleoidul constituie partea principala a genomului
bacterian si reprezintda o moleculd circulara de ADN cu
lungimea de aproximativ 1 mm care contine aproximativ 5x10°
perechi de nucleotide (pb). Nucleoidul este fixat de membrana
plasmatica prin punctul de origine a replicarii. Bacteriile se
divid foarte intens, astfel, ADN se replica permanent. Deoarece

bacteriile nu  poseda

ADN@ microtubuli ~ (fus  de

T diviziune) care ar asigura

migrarea cromozomului

@ bacterian, diviziunea

Replicarea ADN ¥ celulara de tipul mitozei
este imposibild. Pentru a

@ asigura segregarea

¥ nucleoizilor 1n celulele

O ) nou-formate ei se
¥

indeparteazd in rezultatul

Formarea O
peretelui celular

Diviziunea cresterii membranei
celulard . . =
plasmatice, 1iar dupa

Fig. 5.3. Etapele reproducerii formarea perete“’“
celulei bacteriene despért]tor nimeresc 1in

celule diferite (fig. 5.3)
Din punct de vedere chimic nucleoidul constd din 80%
ADN (comparativ, la eucariote — 40%), proteine si ARN.
Proteinele din cadrul nucleoidului au proprietati bazice si se
aseamana cu proteinele histonice ce asigurda compactizarea
ADN-ului la eucariote. ADN-ul bicatenar se asociazd cu
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proteinele bazice prin rasucire. La fiecare 40 mii nucleotide
(40kb) ADN-ul astfel compactizat formeaza niste bucle prin
asocierea fizica la alte proteine bazice (fig. 5.4). Mecanismul de
mentinere a structurilor superspiralizate nu este deocamdata
cunoscut, dar posibil sunt implicate moleculele de ARN.

N

Fig. 5.4. Etapele condensdrii ADN-ului la précariote

Sub aspect functional, majoritatea secventelor de ADN
reprezintd secvente unicale — gene structurale. Genele care
codifica principalele clase de ARNr sunt grupate in tandem si se
repeta de 7 ori in genomul E.coli.

Plasmidele reprezinta molecule circulare de ADN
capabile sa se replice independent de nucleoid si care constituie
0.05-10% din genomul bacterian. Ele sunt responsabile de
sinteza unor metabolifi (aminoacizi, antibiotici, factori de
rezistentd la antibiotici etc). Pentru replicare si transcriptie
plasmidele utilizeaza produsele codificate de genele din
nucleoid, in timp ce initierea replicarii este dirijjatda de gene
plasmidice. Dupa numarul de copii per genom exista:

— plasmide cu un numar mic de copii (1-5) - de obicei sunt
molecule mari, numarul si activitatea carora se afla sub un
control strict al nucleoidului;
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plasmide cu un numar mediu de copii (10-50) - molecule de
dimensiuni medii, se afla sub control partial;

plasmide cu un numar inalt de copii (>50) - molecule mici,
semiautonome.

Dupa genul de activitate in celula deosebim:

plasmide R - codifica sinteza factorilor de rezistenta la
antibiotice;

plasmide Col - asigurd sinteza colicinilor — proteine
capabile de a distruge bacteriile lipsite de aceste plasmide;
plasmide F (plasmide de sex) - asigura transferul de gene
in cadrul conjugarii bacteriene.

Recombinarea genetica la bacterii
Recombinarea materialului genetic intre diferite celule

bacteriene reprezintd sursa de variabilitate geneticd, foarte
importanta pentru selectia lor naturala in lupta pentru existenta.

Exista trei mecanisme de transfer a materialului genetic

de la o celuld bacteriand la alta: conjugarea, transductia si
transformarea.

Nucleoid Plasmida

GIDIGED

‘L Transferul unel coptt monocatenare
a factorulm F

——
G

Fig. 5.5. Conjugarea bacteriana si transferul factorului F
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Conjugarea reprezintd procesul in care doua celule
bacteriene fac schimb de material genetic prin intermediul
pililor. In acest scop contacteazi o bacterie purtitoare de
plasmida F (F") si una lipsitd de plasmida (F). Se consideri ca
donor de material genetic celula F, iar celula F - acceptor de
material ereditar. Din celula-donor se transfera o copie
monocatenard a plasmidei F. In celula acceptor molecula
monocatenara se transforma in bicatenara si obtine forma de
cerc. Ca rezultat ambele celule se transforma in F' si in
continuare pot functiona ca donori de informatie genetica (fig.

5.5).

Nucleoid Plasrmda

C é@( >,

Integrarea plasmmdet in nucleoid

@ HD C_ D
Transferul ADN-ulw monocatenar

-_-—

D

hele cehile dewin FY

> O

Fig. 5.6. Integrarea factorului F in genomul bacterian. Formarea
bacteriilor Hfr
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In unele cazuri factorul F se integreaza in nucleoid, iar
susele respective se numesc Hfr (High frequency
recombination). Celula Hfr serveste ca donor la conjugarea cu o
celulda F, transferand in celula-recipient o copie intreagd a
nucleoidului (fig. 5.6). La fel ca si factorul F, in celula acceptor
trece o moleculard monocatenard. In unele cazuri procesul de
conjugare se intrerupe, ca rezultat are loc transferul doar a unui
fragment din nucleoid.

In unele celule Plasnnd
Hfr' fagtoryl F se Nucleoid
excizeaza din nucleoid,
purtand cu sine §i un

fragment al acestuia. In
acest caz molecula
recombinata poartd

denumirea de factor F*
(plasmida F) (fig. 5.7).
Celulele cu plasmide F
pot participa in procesul

Integ:rare a plastnidet
m macleoid

de conjugare.
Ezrizia plasmide fmpreund

cuun fragment de macleoid

Transformare
a genetica  se
caracterizeaza prin

Plasmidﬁ F
patrunderea in bacterie
a moleculelor de

ADN din exteriorul

i ig. 5.7. Recombinarea intre nucleoid
celulei. Celulele Fig
si plasmida. Obtinerea factorului F’

pregatite pentru

transformare poarta denumirea de celule competente si pot fi
obtinute in conditii de laborator prin incubarea la temperaturi
scizute in prezenta ionilor de Ca®*, Cs* etc. Importanta practica
a transformarii genetice consta in posibilitatea introducerii unor
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gene de interes (de ex., gena insulinei) in bacterii cu scopul
obtinerii proteinelor ce pot fi utilizate in calitate de preparate
medicamentoase. In conditii de laborator pentru transformare se
utilizeaza in special plasmidele din familiile R si Col. In conditii
naturale s-a descris transformarea pneumococilor si a E.coli cu
ADN circular si liniar. Pentru ca moleculele de ADN sa nu fie
hidrolizate de enzimele gazdei ele devin circulare, sau se
integreaza in genomul gazdei.

Transductia reprezintd transmiterea  informatiei
ereditare de la o celuld bacteriand la alta prin intermediul
bacteriofagilor. Bacteriofagii lizogeni sunt capabili sd se
integreze in genomul celulei gazde. Sub actiunea factorilor
exogeni (radiatie, temperatura, pH), ei se excizeaza din nucleoid
purtaind un fragment al acestuia. Bacteriofagul excizat se
multiplicd, ceea ce conduce la distrugerea celulei-gazda.
Infectand alte celule, bacteriofagul transporta si informatia
genetica de la celula distrusa.

Recombinarea genetica la bacterii are si un rol medical. In
primul rand, este vorba despre posibilitatea obtinerii preparatelor
farmaceutice prin utilizarea bacteriilor transformate. Datorita
recombindrilor genetice in natura apar populatii de bacterii patogene
rezistente la preparatele medicamentoase, ceea ce pune in dificultate
vindecarea bacteriozelor.

Verificarea cunostintelor
1. Definiti notiunile: procariot, mureind, nucleoid, plasmida,
conjugare, mezozom, transductie, transformare.
Care sunt componentele celulei procariote?
Care sunt particularitatile invelisului celular la bacterii?
Care este caracteristica genomului bacterian?
Care sunt tipurile de recombinare genetica la bacterii?
Ce rol biologic si medical are recombinarea genetica la
bacterii?

S
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NUCLEUL

Nucleul este o structurd intracitoplasmatica prezenta in
toate celulele eucariote cu exceptia hematiilor adulte (fig. 6.1).

Lizozom

Elementele
citoscheletului

MMitocondrie
#

FA
Peroxizom iy
; £
Cenirioli d .
R Aparatul Golgi
Vezicule Golgi
Reticul - :
endoplasmatic - : Nucleu
Ribozomi "’ ! ’ —
Por nuclear
Anvelopa nucleara

Nucleol
Pozitia si conexiunile nucleului in celula

Fig. 6.1.
Nucleul indeplineste doud functii importante:
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depoziteazd majoritatea informatiei genetice din celula
(contine circa 98% din ADN-ul celular);
controleaza si regleaza activitatea celulei.

Nucleul este alcatuit din matrice sau suc nuclear,

cromatina sau cromozomi, nucleoli si anvelopa nucleara (fig.
6.2.). In compozitia nucleului intri ADN, ARN, doui tipuri de
proteine (histone si non-histone), diferiti compusi organici si
anorganici. Lipidele si glucidele existd in cantitdti foarte mici,
prezente doar in anumiti componenti nucleari.

Reticul //4/

---w-:/ /.
endoplasmatic /( 7% ++— Nucleolul
{2 AL
S £ 7 | /
[ ) VAN /
2 44— Centrozomul
-

¥ |—— Microtubuli

Lamina nucleara

—— Membrana nucleari exierni Anvelopa
1um ] Memhrana nucleari interni nucleara

Fig. 6.2. Structura nucleului

Nucleul este centrul coordonator al celulei eucariote,

functionand ca un computer chimic prevdzut cu un program
(ADN) si memorie (ARN). Ca centru informational, nucleul
coordoneaza toate reactiile chimice de desfasurare a proceselor
vitale prin controlul sintezei proteinelor — enzime celulare, iar
organizarea celulei — prin sinteza proteinelor de structur. In
fluxul informational exista trei puncte cheie: replicarea ADN,
transcriptia ARN si traducerea mesajului genetic. Autoreplicarea
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si transcriptia se efectueaza in nucleu, iar traducerea mesajului —
in citoplasma.

Anvelopa nucleara

Anvelopa nucleard este o membrand dubla prevazuta cu
pori. Membrana externa a invelisului nuclear continud cu RE
rugos, membrana internd e lipsita de ribozomi. In locurile unde
foita interna continud cu cea externa se formeaza porii nucleari,
iar spatiul dintre membrane este numit perinuclear (20-40nm) si
comunica cu RE. Porii reprezintd circa 10% din toatd suprafata
invelisului nuclear (la mamifere).

Complexul porului nuclear

Complexul porului este compus din porul propriu-zis de
forma octagonala cu un diametru de 60 nm, trei inele (annulus)
cu diametrul de 120 nm. Inelul e format din opt granule proteice
globulare cu diametrul de 15 nm care dau forma o octagonala. In
centru e prezentd granula centrala cu rol de diafragma fina, care,
conform unor ipoteze, de fapt reprezintd molecule sau particule
in tranzitie. Canalul porului are lungimea de 15 nm si diametrul
de 9 nm. Porul nuclear interactioneaza cu matricea nucleard prin
intermediul unor filamente cu diametrul de 4-8 nm, care se
termina cu o extremitate pe inelul intern. (fig. 6.3).

Functia porilor: prin intermediul lor se realizeaza in
special transportul macromoleculelor din nucleu in citoplasma si
invers:

(i) din citoplasmd sunt importate in nucleu proteine ale
matricei nucleare, enzime de sinteza a acizilor nucleici,
proteine ce fac parte din componenta cromatinei, proteine
ribozomale;

(i) din nucleu 1in citoplasmd se exportd precursorii
ribozomilor, particule formate din complexe de ARNm cu
proteine speciale, ARNTL.
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Anvelopa
nucleara

nucleara nucleara interna

50 nm
Fig. 6.3. Structura porului nuclear

Matricea nucleara

Matricea nucleard este denumirea atribuitd scheletului

de natura proteica care inglobeaza cromatina si nucleolii si care
se sprijind pe membrana nucleard. Ea are un rol esential in
organizarea nucleului si sinteza ADN sau ARN, in medierea

semnalelor hormonale, diviziune si alte functii nucleare.

Matricea nucleara este compusa din douad parti:

matricea nucleard propriu-zisa reprezentata de scheletul
sau reteaua proteicd i alcdtuitd din proteine stabile cu masa

moleculard mare;

fractiunea labila a matricei care este legatd lax de reteaua
proteicd si contine proteine solubile cu masa moleculara

micd, molecule organice mici, substante anorganice si apa.

Cea mai mare parte din proteinele ce intra in alcatuirea

matricei nucleare (atat iTn matricea propriu — zisa, cat si in fractia
labild) este reprezentata de asa-numitele proteine nehistonice, la
care se adauga si enzimele nucleare. Proteinele nehistonice sunt
o familie de proteine foarte heterogene atat ca masa moleculara,
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cat si ca particularitafi chimice. Spre deosebire de histone, o
mare parte din acest grup de proteine sunt bogate in triptofan;
ele au un turnover foarte rapid, fluctuand in limite foarte largi de
la o stare functionala la alta. Enzimele nucleare catalizeaza in
mod special sinteza ADN, ARN si processingul.

Matricea nucleara propriu zisd

Matricea nuclearad propriu zisd sau scheletul nuclear este

formata din trei componente:

matricea sau refeaua fibrilara intranucleara, intercromatica
si pericromatica,

componentele nemembranoase ale invelisului nuclear,
formate din lamina densa (lamina fibroasa) interna si
complexele por;

componenta nucleolara sau reteaua fiblirala din pars fibrosa
si pars garanulosa a nucleolului.

Lamina densa interna se afla pe fata nucleara a membranei
interne din invelisul nuclear. Se prezintd sub forma unei
retele fibrilare conexate la reteaua matricei nucleare, precum
si la componentele fibrilare ale complexului por.

Lamina densa interna a nucleolemei impreuna cu complexul
por formeaza partea scheletului nuclear denumita complex
lamina-por. Complexul este alcatuit din fibrile ce realizeaza
trei retele:

(i) fibrile ale laminei densa interconexate cu fibrile ale porului,

formeaza o retea In planul membranei interne nucleare sau
imediat adiacent acesteia,;

(ii) fibrile intranucleare atasate complexului por orientate

perpendicular pe invelisul nuclear;

(iii) fibrile intranucleare care structureaza regiunea ocupatda de

heterocromatina perifericd din nucleul intact. Aceastd retea
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difera de la o celula la alta dupa cantitatea de
heterocromatind in nucleul respectiv.

Nucleoscheletul complexului lamina-por contine 2-3%
din totalul proteinelor din nucleu. Este alcatuit in principal din
proteine nehistone (95%), intre care predomina cele acide. Pe
fata internd a complexului lamina-por se realizeaza activitatea
nucleozid-trifosfatazei, consideratd a fi implicata in transportul
ARN citre citoplasma.

Rolul matricei nucleare

Matricea nucleara mentine forma nucleului si stabilitatea
sa 1n interfaza. Modificarile matricei nucleare sunt strans cuplate
cu functiile nucleului: organizarea cromatinei, replicarea ADN,
transcriptia si transportul intranuclear al ARN.

Matricea nucleara poate modula fluiditatea membranei
nucleare, fluiditate necesara la randul ei functiei matricei
nucleare, in special in cea de transport al subunitatilor
ribozomale prin porii nucleari.

Matricea nucleara poate modifica structura cromatinei,
fenomen important pentru realizarea replicarii  ADN,
transcriptiei ARN (activarea sau inactivarea genelor).

In timpul mitozei 95% din proteinele matricei nucleare
sunt distribuite in citoplasmi. In refacerea nucleului dupa
diviziune un rol important il joaca glicozilarea acestor proteine
la nivelul AG.

in nucleol scheletul ar avea rol de suport pentru
depozitarea subunitatilor ribozomale.

Nucleolul
Nucleolul e prezent la toate celulele eucariote cu
exceptia celulelor blastomerilor, in care nu are loc biosinteza

proteinelor proprii (fig. 6.4). El contine trei componenti
principali: ADN - 3%; ARN - 7%; proteine - 90%.
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Nucleolul nu este separat prin membrana de restul
nucleului. Numarul si volumul nucleolilor depinde de etapa
functionala a nucleului (in celulele omului teoretic pot fi
maximal 10 nucleoli mici la Inceputul interfazei si un nucleol
mare la sfarsitul interfazei). Nucleolii ocupa circa 30% din
volumul nucleului. Existd un raport determinat intre volumul

NUCLEOL

ARN 45! ARN S T#s
T Lif?f' r 285

i

--.'Shunitatea 605

Fig. 6.4. Structura nucleolului. Biogeneza ribozomilor

nucleului si cel al nucleolului numit volum nucleolo-nuclear.
Cu cat mai activa este celula in ce priveste sinteza proteinelor cu
atat acest raport este mai mare.

La microscopul electronic se disting 3 zone componente
ale nucleolului:
- componentul granular - particule cu diametrul 15-20 nm, ce
reprezinta precursorii ribozomali;
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- componentul fibrilar - din fibre de ADN de 5 nm (pe care
se sintetizeaza ARNr) si fibre de transcripti;

- componenta amorfa a spatiilor dintre fibre §i granule, se
gaseste la periferia nucleolului.

Rolul nucleolului este sinteza ARNr si asamblarea
precursorilor ribozomali. Segmentul de ADN (cromozom) in
care se contin gene ce codifica pentru ARNr poartd denumirea
de organizator nucleolar. La om existd 5 perechi de cromozomi
Cu organizatori nucleolari care controleazd formarea nucleolilor
la sfarsitul mitozei (perechile: 13, 14, 15, 21, 22).

Biogeneza ribozomilor

In nucleol are loc sinteza a trei fractii de ARNr (5,8S;
18S; 28S) si stocarea precursorilor ribozomali. De pe ADN se
transcrie un precursor - ARNr 45S, care este procesat in trei
fractii mai mici (28S; 18S; 5,8S). ARNr 5S este sintetizat in
afara nucleolilor. Moleculele de ARNr se asociaza cu proteine
ribozomale sintetizate in citoplasma si importate in nucleu.
Particulele ribonucleoproteice (RNP) sunt transportate in
citoplasma sub forma de subunitéti ale ribozomilor (40S si 60S).

Cromatina = cromozomii interfazici

Cromatina este compusda din ADN, proteine histone,
proteine nehistone si ARN. Astfel, cromatina poate fi
considerata o nucleoproteida in care proteinele histone si
nehistone interactioneaza atat intre ele, cat si cu ADN-ul.

Cromatina se caracterizeazd prin forma extinsd si
despiralizata a cromozomilor in interfaza.

La microscopul optic se pot fi observate granule, retele
de filamente si corpusculi numiti cariozomi, care se coloreaza
cu coloranti bazici. Din punct de vedere al interactiunii cu
colorantii bazici, cromatina se clasifica in doua categorii:

e cucromatina care se coloreaza slab cu coloranti bazici;
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e heterocromatina care se coloreaza foarte intens cu coloranti
bazici.

Eucromatina reprezintda regiunea cromatinei care
confine gene structurale si este portiunea functional activa a
ADN-ului, de pe care are loc transcriptia. Aceasta este slab
condensata si, deci, se replica timpuriu, la inceputul perioadei S
a interfazei.

Heterocromatina reprezinta segmente de cromatina
inactivd genetic, care nu se supune transcripgiei. Este mai
puternic condensata si se replica tardiv in faza S. Se disting doua
tipuri  de heterocromatina: constitutiva si  facultativa.
Heterocromatina facultativi reprezintd secvente care 1In
anumite conditii se pot despiraliza si transforma in eucromatina.
Heterocromatina constitutiva contine ADN repetitiv sau satelit.
Acest tip nu se transformd niciodatd in eucromatina.
Localizarea segmentelor heterocromatice In cromozomii
omologi este identica.

Organizarea moleculard a cromatinei:

ADN (30%-40%) — in cei 46 de cromozomi din setul
diploid al celulei somatice umane se confin 46 de molecule
liniare de ADN cu o lungime de 7 X 10°p.b.

Proteine histonice (40%) - polipeptide bazice, ce contin
peste 22% aminoacizi bazici, in special arginind si lizind. Exista
cinci fractit de histone: H1, H2A, H2B, H3, H4 (tab. 6.1).
Proteinele histonice nu au specificitate de tesut.

102



Tabelul 6.1. Caracteristica proteinelor histone

Tipul de . . . . . Numiér Masa
. < Aminoacizii predominanti - L. <

histona aminoacizi moleculara
H1 Lizina 215 21500
H2A Leucina, lizina 129 14000
H2B Serina, prolina, lizina 125 13775
H3 Arginina, contine cisteind 135 15320
H4 Arginina, lizina 102 11280

Functiile histonelor

Proteinele histone stabilizeaza dublul helix de ADN,
inducand o structura tertiara — nivel elementar de organizare a
ADN la eucariote. Din punct de vedere functional ele represeaza
nespecific transcriptia, impiedicand unirea ARN-polimerazei la
ADN.

Proteinele nonhistone - proteine acide (20%) cu un
continut marit de aminoacizi acizi (acid glutamic si acid
aspartic). Sunt heterogene, au o mobilitate mare, Indeplinesc
functii catalitice in metabolismul ADN-ului si expresia
informatiei genetice (polimeraze, ligaze, topoizomeraze, SAR,
factori de transcriptie). O cantitate mare a proteinelor
nonhistonice este prezenta in tesuturile active, pe cand histonele
sunt prezente in cantitafi egale in tesuturile active si inactive.
ARN — este prezent in cromatind fiind produsul de sinteza de pe
ADN, in special transcripti primari $si ARNsn (de ex., ARN din
compozitia primazei, telomerazei, etc.).

Nivelurile de organizare a cromozomilor

impachetarea ADN-ului intr-un cromozom presupune
existenta catorva nivele de organizare sau condensare, fiecare
fiind responsabil de un anumit grad de micsorare a lungimii
ADN-ului.

Primul nivel — nucleozomic — este determinat de
asamblarea ADN-ului cu histonele, ce formeaza filamentul de
cromatina (DNP) cu diametrul 11 nm (fig. 6.5). In cadrul acestui
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nivel molecula de ADN se scurteaza de ~6 ori. Fiecare
nucleozom consta dintr-un miez histonic (core) format din: 8
proteine: 2H2A, 2H2B, 2H3, 2H4 si o secventd de ADN cu 0
lungime de 146 pb.

ADN-ul infasoara de ~2 ori octamerul histonic, formind
un complex stabil — nucleozomul. Intre nucleozomi secventa de
ADN- linker are o lungime variabila, de la 8 pana la 114 pb.
Astfel filamentul polinucleozomic de cromatina are aspectul
unui “girag de margele”.

B  ADN linker

Miez histonic

ADN 200 ph

Nucleozom

oY -

Cctamer
histonic

ADN bicatenar
146 ph

dg 8 Y Pg
H2ZA H2B H3 H4

Fig. 6.5. Structura nucleozomului

Al doilea nivel — solenoidul — este reprezentat de fibra
de cromatind de 30 nm ce rezultd din superspiralizarea
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filamentului de cromatina (fig. 6.6). Acest nivel de compactizare
scurteaza molecula de ADN de 40-60 ori.

Solenoidul reprezintd o superspirala de dreapta cu sase
nucleozomi per tur (fig. 6.6., B,C). Trecerea cromatinei de la
nivelul I Ia II si invers este determinata de modificarile chimice
ale histonei H1. Fosforilarea H1 se asociaza cu superspiralizarea
DNP, iar defosforilarea H1 — cu despiralizarea solenoidului (fig.
6.6., A). Acest lucru este important in reglarea activitatii
genelor. Histona H1 este asociata atat cu miezul nucleozomic,
cat si cu segmentul ADN linker si are rol in stabilitatea
nucleozomului.

Al treilea nivel de compactizare este reprezentat de

COOH 1 6 impa-chetéri
iz suplimentare, formand
Histona H1 2 structuri mai complexe
: T 3 denumite bucle (300
11 nm 3 . B nm,700 nm).
Nactoe | Acest tip

structural de cromatina
este bine legat intr-un
suport structural in
nucleu denumit matrix
nuclear sau  axa

l cromozomiald
(scaffold) prin
interme-diul unor

proteine acide SAR
(Scaffold  Associated
Fig. 6.6. Formarea solenoidului - al BegionS) (flg 6.7 )

II-lea nivel de compactizare a ADN

A
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Al patrulea nivel reprezinta condensarea si plicaturarea

buclelor ce
duce la
formarea
cromatidelor
cromozomului
metafazic.
Fiecare
cromatida are
grosimea de la
700 la 1200
nm, iar ADN
in cromosom

Cromozom metafazic
t t

Cromatida

t - telomer

Fig.

Fibra de
30 nm

N

Fig. 6.7.

6.8. Aspectul unui

cromozom metafazic

Bucle

0

I
Proteinele (SAR)-Scaffold asociated regions
ce formeaza axa cromozomului (Scaffold)

Asocierea buclelor la proteinele axei
cromozomiale (Scaffold)

se scurteaza de ~ 10000 ori.

Datorita proprietatii
cromatinei de a se compactiza in
nucleul celulei umane cu diametrul
de ~4um incap 46 molecule de ADN
cu lungimea totald de circa 2 m.

Cromozomul metafazic este
format din 2 cromatide surori
identice unite prin centromer la
nivelul constrictiei primare (fig.
6.8). Constrictia primara cat si
perechea de kinetocori  (disc
trilamelar din fibre de cromatina
superior organizate) — reprezinta
situsurile de ancoraj ale
microtubulilor fusului de diviziune.

Centromerul reprezintd punctul de unire a cromatidelor
si de asamblare a kinetocorilor.
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Locul de fixare
aunui microtubul

Elementul 1T
Elementul conservativ bogat in AT Elementul conservativ I11

T

ATAAGTCACATGAT TGATTTCCGAA ADN
ACTAAAGGCTT

TATTCAGTGTACTA

L%~4DmdeADNfomaB%

Fig. 6.9. Structura centromerului la drojdii
Centromerul imparte cromozomul in doud brate: bratul p -
proximal, mai scurt; bratul g - distal, mai lung. Regiunea
centromerica a cromozomului este formata din ADN si proteine
speciale. ADN centromeric contine secvente repetitive 1n
tandem si secvente repetitive dispersate cu localizare
pericentromerica, ce intervin in recunoasterea cromozomilor
omologi la conjugare, mentinerea celor douad cromatide surori
pana la sfarsit de metafaza si separarea lor in anafaza. La drojdii
centromerul are dimensiuni de ~120 pb (fig. 6.9). La eucariotele
superioare regiunea centromericd are dimensiuni mult mai mari,
de ordinul sutelor de mii de nucleotide.

Telomerii  reprezintd complexe din ADN si proteine
specializate care formeaza capetele cromozomilor eucariotelor.

La procariote toate moleculele de ADN sunt circulare
ceea ce previne degradarea lor enzimatica. La eucariote ADN
are structura liniard, de aceea pentru a asigura protectia de
exonucleaze si individualitatea cromozomilor (impiedica
reanrajamentele cromozomice) apare o structura specificd din
secvente scurte repetate de ADN (tab. 6.2).
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Tabelul 6.2 Varietatea secventelor telomerice

Specia | Secventa repetati
Macronucleul ciliatelor (Tetrahymena) CCCCAA
Minicromozomul la Trypanosoma CCCTA
Cromozomii drojdiei Saccharomyces C,3A(CA) 13
Cromozomii plantelor (Arabidopsis) C3TA;
Cromozomii umani C;TA,

Capatul 3" al moleculei de ADN este mai lung, format

dintr-o secventa conservata (GGGGTT), si formeaza o bucla

prin legaturi de hidrogen nespecifice GeG (necomplimentare)
(fig. 6.10).

Noakown

5 3

3 AACCCC ) (GGGGTTGGGE
HEEER e 00 XXXR

5 TTGGGG TTGGGG TTGGGG L

T

Fig. 6.10. Structura telomerului

Verificarea cunostintelor:
Definiti notiunile: por nuclear, organizator nucleolar,
eucromatind, heterocromatina, nucleozom, solenoid, histona,
centromer, telomer, cromatida.
Care sunt componentii structurali ai nucleului interfazic?
Care sunt particularitatile organizarii anvelopei nucleare?
Ce rol indeplineste complexul porului nuclear?
Care sunt etapele biogenezei ribozomilor?
Care sunt nivelurile de compactizare a cromatinei?
Care sunt componentii nucleozomului?
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REPLICAREA SI REPARAREA ADN

Replicarea ADN este procesul molecular prin care se
realizeaza copierea exacta a moleculelor de ADN (a secventei
nucleotidice). Datoritd replicérii are loc transmiterea exacta a
mesajului genetic de la o generatie de celule la alta, astfel toate
celulele organismului pluricelular contin aceeasi informatie
ereditara.

Procesul de sintezd a ADN este, de reguld, exact. Dintr-0
molecula de ADN se formeaza doud molecule identice atat intre
ele, cat si cu molecula parentald. Acest proces are loc datorita
particularitatilor de structura ale ADN:

- ADN este bicatenar;

- catenele ADN sunt complementare si antiparalele.
Principalele caracteristici ale replicdrii sunt:

» sinteza replicativdi a ADN-ului este semiconservativa,

deoarece, cel mai des, fiecare din cele doua catene este folosita

ca matritd pentru sinteza unei catene noi de ADN;

» sinteza este bidirectionata;

» polimerizarea nucleotidelor are loc doar in directia 5’ — 3';

» procesul implica participarea mai multor factori proteici.

Aparatul de replicare
Aparatul de replicare include ADN-matrita cu punctul de
origine, nucleozide trifosfati cat si proteine pentru despiralizarea
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helixului de ADN, initierea replicarii, polimerizarea
nucleotidelor etc.
Originea replicarii

Originea replicdrii este reprezentatd de o secventd specificd
de nucleotide numitd secventd autonoma de replicare ori.
Unitatea capabila de replicare independentd se numeste un
singur replicon, la eucariote ADN contine mai multe puncte de
origine, deci mai multi repliconi. in tabelul 7.1. sunt prezentate
datele privind numarul de repliconi per genom, lungimea medie
a unui replicon si viteza de polimerizare la diferite organisme.

Tabelul 7.1. Unele caracteristici ale repliconilor

Organismul Nr. de | Lungime medie, | Viteza  replicarii,
repliconi kb pb/min

E. coli 1 4200 30000

S. pombe 500 40 3600

D. melanogaster | 3500 40 2600

M. musculus 25000 150 2200

Homo sapiens 10°-10° 100-1000 3000

Secventa Ori are urmatoarea structura :
AUX-2 — A/T — ORE — DUE — AUX-1

ORE - secventa ADN-ului la care se unesc proteinele situs-
specifice si proteinele replicarii;
DUE - situsul care usor se despiralizeazd, este sensibil la
nucleaze si nesensibil la mutatii;
A/T — situsul ce regleaza activitatea helicazei;
AUX-2 si AUX-1 - situsuri ce se unesc cu factorii de initiere ai
replicdrii cu specificitate Tnalta.

La procariote punctul de origine este fixat de membrana
plasmatica, iar la eucariote se fixeaza cu metaloproteine de axa
proteica a cromozomilor (SAR).
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Proteinele aparatului de replicare

Replicarea ADN implica actiunea mai multor factori
proteici si enzime (fig. 7.1).

ADN-helicazele realizeaza despiralizarea si denaturarea
locala a moleculei de ADN prin hidroliza ATP. Datorita
existentei a doud furci replicative existd doud helicaze care se
deplaseaza 1n directii opuse de la punctul de origine a replicarii.

Originea replearii

T 1

Proteinele Legarea proteinelor
' imitiatoare initiatoare de originea

Unirea ADN-helicazei
de proteinele
initiateare

Patrunderea
helicazei in ADN

Helicaza deschide
helixul 5i unirea
primazei de primosom

Sintera primerului AR,
ADN-polimeraza sintetizeazi
mwlecula de ADN

Fig. 7.1. Enzimele aparatului de replicare

Primaza este enzima cu activitae ARN-polimerazica
care initiaza replicarea ADN prin sinteza unei secvente de 11-12

111



ribonucleotide, care este numita primer (ARN-primer).
Helicazele impreuna cu primaza formeaza complexul primozom.

Topoizomerazele de tip | scindeaza legaturile
fosfodiesterice ale wunei catene, relaxand dublul helix
previnindu-se supraspiralizarea ADN. Topoizomerazele de tip
Il taie ambele catene ale duplexului.

Proteinele ce se leagd de ADN monocatenar (proteine
SSB) - factori ce stabilizeaza catenele de ADN in regiunile
denaturate si impiedica refacerea structurii dublucatenare prin
unirea celor doud catene, sau in cadrul aceleasi catene 1n
regiunile cu secvente palindromice (fig. 7.2).

ADINN-polimeraza

Regiuni ale ADIN-ului
~w, care formeazi bucle
hicatenare

MMonomeri ai .
proteinei SS8B . .
(single-strand binding) ' '

Proteina SSE linearizeazd molecula de ADN

Fig. 7.2. Stabilizarea monocatenei de ADN in timpul
replicadrii

ADN-polimerazele sunt enzime capabile sa sintetizeze
catene noi de ADN pe catenele matrite. Au fost descoperite mai
multe clase de ADN-polimeraze: a, B, v, 6, € — la eucariote si
LI si III - la procariote (tab. 7.2).
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Tabelul 7.2. Caracteristica ADN-polimerazelor la

eucariote
ADN -
. o S €
polimeraza B i
. Mitocon-
Localizarea Nucleu Nucleu Nucleu Nucleu drii
... _ | Sinteza Sinteza . . .
Functia sintetica primerilor ADN Reparatie Reparatie Replicare
.. Exonucle-
Functii azd Exonucle- Exonucle-
suplimentare aza aza

Activitatea polimerazica are urmatoarele particularitati:

» sinteza se produce doar in directia 5' — 3' prin adaugarea

nucleotidului la gruparea 3'-OH a pentozei (fig. 7.3);
citirea are loc doar in directia 3' — 5';

reactie doud grupe fosfat;

>
» pentru sinteza se utilizeaza precursori trifosfati, care pierd in
>

ADN-polimeraza nu poate initia sinteza unei catene noi de
ADN, ele au capacitatea doar de a extinde o catend

preexistenta de ADN sau ARN-primer.

i~

3.7 Trifosfat  azotatd

Fig. 7.3. Activitatea ADN-polimerazelor
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De rand cu activitatea sintetica, ADN polimeraza contine
subunitati care prezintd activitate nucleazicd pentru scindarea
ARN-primerului din fragmentele de ADN sintetizate sau excizia
nucleotidelor in procesul de corectie a erorilor introduse in
timpul replicarii.

ADN-ligaza este enzima ce leaga capetele fragmentelor
de ADN sintetizate prin formarea legaturilor 3' — 5'
fosfodiesterice.

Mecanismul replicarii
Sinteza Incepe prin despiralizarea catenelor de ADN si
formarea furcii de replicare. Fiecare catena reprezinta o matrita
pentru catena nou formata. Despiralizarea este necesarda pentru
expunerea bazelor celor doua catene in asa mod ca noile baze sa
le poatd recunoaste si sd formeze perechea complementara.
Sinteza decurge bidirectional: de la fiecare punct de origine se
formeaza douad furci replicative 1n directii opuse fata de origine
(fig. 7.8).
Replicarea necesita un complex proteic numit replizomd
care recunoastere punctul de origine a acesteia si o initiaza.
Proteina / proteinele de recunoastere (la drojdii sunt cunoscute
cinci proteine) se leaga de oOri si initiaza despiralizarea locala a
ADN 1in situsul DUE.
Complexul multifermentativ, numit replizoma, se miscd de-
a lungul ADN-ului si efectueaza sinteza pe ambele catene ale
furcii. Replicarea ar putea fi vazutd ca cresterea continud a
celor doud catene de ADN in dublul helix. Este necesar de
accentuat ca:

- citirea matritei se efectueaza doar in directia 3’ — 5%

- sinteza catenei noi se efectueaza doar in directia 5'—3".

In furca de replicare (fig. 7.4):
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= catena — matrita 3' — 5 de ADN se numeste catend —
lider, se citeste in directia 3’ — 5’; catena fiica este
sintetizata neintrerupt in directia 5'—3’;

= catena - matrita 5'— 3’ este numita catend — intdrziatd, Se
citeste la fel in directia 3’ — 5'; catena fiica se sintetizeaza
la fel in directia 5 — 3’ discontinuu, pe fragmente,
cunoscute ca fragmente Okazaki,. Lungimea fragmentelor
Okazaki este de 1000-2000 de nucleotide la procariote si de
100-200 de nucleotide la eucariote.

3 5

intirziata 2 Catena
lider

—
Catenele de ADN
nou - sintetizate

ANy, 5 )
5 t;? Fragmentele
3 T Okazaki

E)
Fig. 7.4. Mecanismul replicarii intr-o furca replicativa

Conform ipotezei lui Artur Cornberg, catena intarziata,
este inversatd la 180° (este aplicatd pe sine insdsi). Astfel
moleculele ADN-polimerazei unite cu alte proteine ale
repliconului determina sinteza concomitentd a ambelor catene.

La intdlnirea a doud furci replicative procesul de
replicare se stopeazd. Enzima ADN-ligaza uneste intre ele
fragmentele Okazaki.
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Proteina SS_B

Matrita catenei lider
|
|.
(Catena nou-sintetizata

ADN-polimeraza legata Molecula initiala

c\/,\\%\ I e

Matrita

s z . \-‘ - catenei
¢ /\'-L intirziate
| ;
| .

ADN-polimeraza legata

Fragment de catena intirziati Catena /\’:\

Olkazaki nou-sintetizata

Fig. 7.5. Topografia replicarii conform ipotezei lui A. Cornberg

=

Etapele replicarii
Initierea include urmatoarele procese:

& atasarea replizomului la punctul de origine al replicarii si

despiralizarea locala a helixului ADN de cétre helicaze;

& sinteza ARN-primerului — o secventd scurtd de

©

2.

ribonucleotide — de catre primaza (o enzima cu actrivitate
ARN-polimerazicd);

adaugarea dezoxiribonucleotidelor complementare matritei
la capatul 3" al primerului realizatd de ADN polimeraza.
Elongarea se caracterizeaza prin alungirea catenelor nou -

sintetizate Infaptuitd de ADN-polimeraza, ce se deplaseaza rapid
de-a lungul catenelor de ADN, facand posibila sinteza pe
ambele parti ale furcii intr-un mod coordonat si eficient.

Evenimentele principale sunt:
U cresterea continud a catenei lider;
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sinteza discontinud a fragmentelor Okazaki;

controlul erorilor de imperechere a bazelor in timpul
replicarii si inlaturarea lor, infaptuitd de o exonucleaza
3'—5" din componenta ADN-polimerazei.

Terminarea include urmatoarele procese:

inlaturarea ARN-primerilor de catre o componentd
enonucleazica 5’ — 3’ a polimerazei;

inlocuirea golurilor de catre ADN-polimeraza;

unirea capetelor fragmentelor catenelor de ADN sintetizate
cu ajutorul ADN-ligazei.

& &

&sEE &P

Modele de replicare
Moleculele circulare ale procariotelor (nucleoidul,
plasmidele) se replicd prin mecanismul replicarii de tip 6. Din
situsul ori pornesc concomitent doua furci replicative, ceea ce
duce la formarea unor structuri asemanatoare cu litera greceasca

0 (teta) (fig. 7.6).

Q — @

Fig. 7.6. Replicarea de tip © la procariote

La unii virusi, a unor celulele procariote si eucariote,
existd un alt tip de replicare: replicarea dupd modelul inelului
rotitor (replicare de tip o). Nucleaza produce o rupturd
monocatenara cu formarea capetelor libere 5'-P si 3'-OH. ADN-
polimeraza sintetizeaza o moleculda complementara in directia 5'
— 3' prin rotirea matritei ADN. Capatul 5' se departeaza de
molecula inelard si serveste ca matritd pentru sinteza unei alte
catene de ADN. Concomitent se pot obtine mai multe copii ale
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genomului viral, care mai tarziu se separa prin excizie cu
endonucleaze specifice (fig.7.7., A).

Catena L

O
O

. Initierea sintezei catenei L
Ruperea unei catene ¢
n punctul erf

3'-oH

5-p

O

FElongarea catenei L
Initierea sintezei catenei H

00
O

* Sinteza catenei lider

5-p

* Sinteza fragmentelor Okazaki

@

Terminarea sintezei catenei L
Elongarea catenei H

Formarea noilor molecule
circulare de ADN

@

* Terminarea sintezei catenei H

O O
OO

A B

Fig. 7.7. A. Replicarea de tip o la virusuri.
B. Replicarea de tip D in mitocondrii

In ADN __mitocondrial, care are o structurd inelara,
fiecare catend contine cdte un situs de initiere propriu. Sinteza
incepe de pe catena H (catena grea). In momentul cand furca de
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replicare ajunge la punctul ori al catenei L (catena usoara)
incepe replicarea acesteia in sens opus. Astfel replicarea celor
doua catene este asincronica (replicare de tip D) (fig. 7. 7., B).

Originea replicarii Onriginea replicarii
m i

L A AR LRI LA LL AL R L]
FEERTAAT R IA N K CRRTR ENTR AR RERRTARTT NN LARRINA CRRRCT LI ARRANA LR R TARERATRRC L RRR KRR KRR TN MR RE BT RV RRR RN LA A RITRALRTRR LT A1)

Denaturarea
ADN-ului
Ochi Ochi
replicativ 1 . replicativ 2
L e GO T I O I e AT
WMWW%M“NWM
Sinteza bidirectionata
a catenelor de ADN

Intilnirea farcilor replicative
l Excizia ARN-primerilor
nnmém ML L “m“m”m*““‘maﬁm
V/f, M’\'rmmrmrrrrrm M T T T T o (T T W
ey UL LD R [TIRLTANNT] Ll i L AL PETRRTRTALAREL B NR  ARRATTNLTRNNAA TARENT TN} |||9‘j
Completarea golurilor i unirea
fragmentelor de ADN

i

~,
&y

Fig. 7.8. Mecanismul si etapele replicarii la eucariote

La eucariote ADN este reprezentat de molecule liniare
mari, cu diferit grad de compactizare, iar viteza de replicare este
de ordinul a mii de nucleotide pe min (spre comparatic la
procariote — 30000 pb/min). Pentru asigurarea sintezei intregii
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molecule intr-un timp limitat (in celulele umane 7 x10° pb se
replica in 8-9 ore) replicarea incepe in mai multe puncte Ori
(cele 46 de molecule de ADN din celula umana contin 10° —10°
repliconi) (fig. 7.8).

La eucariote replicarea are loc numai in perioada S a
ciclului celular si este asincrond: secventele eucromatice se
replicd mai timpuriu, la inceputul perioadei S, iar secventele
heterocromatice — la sfarsitul perioadei S.

O particularitate a replicarii ADN eucariotic este ca
capatul 5’ al catenei noi este mai scurt, deoarece nu exista
posibilitatea completarii golului dupa inlaturarea primerului
ultimului  fragment  Okazaki. Astfel apare riscul ca 1In
succesiunea generatiilor de molecule sa se scurteze cromozomii,
ceea ce ar putea cauza pierderea informatiei genetice de la
capatul lor. Pentru prevenirea pierderilor de secvente terminale
de ADN capatul cromozomului este prevazut cu o structura
speciald (telomerul) cu un mecanism propriu de sinteza.

Regiunile telomerice ale cromozomilor se replica dupa
un mecanism special, cu participarea enzimei telomeraza,
formata dintr-o proteind cu functie de reverstranscriptie ce
contine ARN in calitate de matritd (fig. 7.9). In prima etapa
are loc asocierea telomerazei la capatul 3' al catenei lider din
regiunea telomericd. Ulterior enzima extinde catena, utilizand ca
matritd ARN telomerazic. Procesul de extindere a capdtului 3'
se repetd de mai multe ori. Catena complementara a ADN
telomeric este sintetizata dupa principiul catenei intarziate de
ADN-polimeraza.
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Catena initiala
3
TTGGGGTTGGEGTTIGGEGGETTG
AACCC%?“ Catena intirziata incompleta

Unirea
telometazei

Sinteza cu

) ajutorul

telomerazei

a
TTGGGGTTGGGGTTGGGGETTG
AACCC%

Extinderea
capatului 3'

Telomeraza unitid cu matrita ARTV

18 HTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGEEETIGEEETT ]
| | {

AACCCC,

Completarea
catenei
intirziate

TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGEGETIGEEETTY)

AACCCC CCCCAACCCCAACCCC
g

ADMN-polimeraza
Fig. 7.9. Mecanismul activitdtii telomerazei

Reparatia ADN
Procesul de restabilire a leziunilor din moleculele de ADN care
asigura pastrarea intactd a materialului genetic de-a lungul mai
multor generatii poarta denumirea de reparatie. Acest proces
este caracteristic doar pentru moleculele de ADN si este
determinat de particularititile de structura a acestor molecule:
existenta a doud catene complementare §i antiparalele.
In structura moleculelor de ADN pot surveni doud tipuri de
schimbari:
v Substitutia unui nucleotid. Se afecteazd doar secventa
ADN-ului fara a ainfluenta structura lui. Aceste schimbari nu se
reflectd asupra proceselor de replicare sau transcriptie. Ele pot
apdrea ca rezultat al erorilor in cadrul replicarii din cauza
imperecherii necomplementare a bazelor (de ex., C::A) sau
datorita transformarilor chimice ale bazelor azotate: (de ex.,
dezaminarea citozinei duce la formarea uracilului).
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v Modificari structurale. Se formeaza ca rezultat al
aparitiei legaturilor covalente nespecifice intre nucleotidele
aceleasi catene sau din catene opuse. De exemplu, razele
ultraviolete (UV) duc la aparitia dimerilor timinici — legaturi
intre resturile de timina alaturate, de pe aceeasi catend. Astfel de
schimbari pot Tmpiedica replicarea si transcriptia.

Sistemele reparative principale intalnite la diferite
organisme sunt:
- reparatia directd — se intilneste foarte rar si consta in revenirea
moleculei la starea initiala (de ex., prin aminare U—C);
- fotoreactivarea — este este larg raspandita in natura si consta
in inlaturarea dimerilor pirimidinici cu ajutorul unei enzime
dependente de lumina;
- reparatia prin excizie — consta In recunoasterea de catre
enzime a fragmentelor denaturate si inlaturarea fragmentului
monocatenar defect. Ulterior are loc restabilirea catenei lezate
cu ajutorul ADN-polimerazei, utilizindu-se ca matritd catena
intactd. ADN-ligaza uneste fragmentul nou-sintetizat cu restul
moleculei, restabilind integritatea ei (fig. 7.10);
- reparatia prin recombinare — constd In excizia fragmentului
defectat, urmatd de importarea secventei corespunzatoare
normale dintr-o moleculd omoloagda de ADN (fig. 7.11).
Dimerul pirimidinic dupa recombinare este inlaturat prin
mecanismul repararii prin excizie (fig. 7.10, B);
- reparatia inducibild SOS - sistemul SOS functioneaza ca
rraspuns la actiunea unor factori de stres. De exemplu, la E.coli
sub actiunea socului termic sau a aparitiei dimerilor pirimidinici
se sintetizeazd abundent proteina RecA-proteaza, cantitatea
careia este reglata de activitatea altei proteine — LexA. Proteina
LexA este unitd la o secventd de ADN numita blocul SOS care
blocheaza sinteza enzimelor de reparatie. RecA-proteaza, fiind
in cantitate mare, hidrolizeaza proteina LexA, facand posibila
activarea unor gene ce codifica proteinele de reparatie

122



(aproximativ 15 la numar). Raspunsul celulei se produce foarte
rapid — in decursul citorva minute. in a doua etapi se
sintetizeaza 1n exces proteina LexA, care blocheaza sinteza
RecA-proteazei si peste 30-60 minute sistemul de reparare se
inactiveaza. Mecanismul de reparatie SOS intervine in cazul
leziunilor masive. Scopul lui este completarea golurilor prin
mecanisme de excizie sau recombinare. Acest tip de reparatie nu
este intotdeauna foarte exact, iar principiul complementaritatii
nu se respecta in toate cazurile. Ca rezultat, moleculele reparate
prin SOS pot contine erori.

La eucariote au fost determinate mai multe gene incluse
in procesul de reparatie — de exemplu familia RAD de la drojdii:
RAD3 - reparatia prin excizie; RAD6 — reparatia post-
replicativa; RADS2 — reparatia prin recombinare.

La oameni cel mai bine a fost studiat sistemul
responsabil de maladia xeroderma pigmentosum (XP). XP este o
boald geneticd cu transmitere autosomal recisivd §i se
caracterizeaza prin hipersensibilitate la lumina solara, in deosebi
la radiatia UV. Boala este determinatd de deficienta
mecanismelor de reparatie prin excizie.

Metilarea ADN

La procariote existd enzime care asigurd metilarea
(adaugarea grupelor metil —CH3) citozinei si adeninei, din care
rezultd metilcitozina si metiladenina. Secventele metilate sunt
rezistente la actiunea unor enzime specifice endonucleaze de
restrictie (restrictaze). La Dbacterii restrictazele digereaza
moleculele stridine de ADN, in timp ce ADN-ul propriu care
este metilat nu se hidrolizeaza. La eucariote metilarea bazelor
azotate conduce la inactivarea genelor nefunctionale. Astfel,
regiunile heterocromatice din nucleu confin secvente de ADN
metilat.
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() Reparatia prin excizia unui nucleotid

C deraminat

£
L TUATC L

5
3 CGCAGTAGG

Uracil ADN

u glicozidaza

CGCAGTAGE
Ap endonucleara gi
Aoy fosfodiesterara inliturd
pentoza 7i fosfatul
LT ATCL
ADN fird un

nucleotid
CGCAGCGTAGEG

ADN-polimeraza

ADN-ligara
GLCTCATCC

CGCAGTAG R

(B) Reparatia prin excizia unui firagment
Di rp}. idind
T

5 CTA CGLECTC TACT ATGEG

P EATGC CAGATGATACE

Nucleaza E

N
eTAVeCE TE TACT ATOE

CGATGLC CAGATGATACLCC

™
CEETC TALT AT G
ADN

helicaza

CTA [E]

“'I'I BRR-BE_H r. ADN cu o lipsi

GATGC CAGATGA Ta cc G¢ 13 nuclestide

ADN-pelimeraza l

ADN-ligaza
CTA CGCGTC TACT ATG G

CATGC CAGATGATACC

Fig. 7.10. Reparatia prin excizie



Dimer pirimidinic

5° CTA CGCETLC TA ST AT

T T T H -

I EATCCCACATCATACE
l Replicare

5 CTA CGEGGETUC TACT ATGEG

TH TR -1

- —
AT GCGLC CA GA ACC

5 CLTA CGCGEGTUEC TALCT AT GG

T EATECCACATCATACE

Completarea golului cu firagmeniul
l complementar din moelecula omoloaga

g UTA CGCGTCTACGT ATEE
. 1

T T
} EATGC CAGATGCATACLTCE

5 LTA CEGCTLEC TALT ATLGC

l Restahiliarea moleculei - donoxr
g LTA CEETCTACGT ATEG
1
T Ty
F CATEC CAGBGATGEATACC

5 LTA CEGCGTLE TALT AT

3 EATGCCAGCATCGATACE

Fig. 7.11. Reparatia prin recombinare
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Verificarea cunostintelor:
Definiti notiunile: replicare, replicon, replizoma, polimeraza,
fragment Okazaki, reparare, metilare.
Care sunt principiile ce stau la baza replicarii ADN?
Care sunt particularitatile replicarii la pro- si eucariote?
Ce componenti intervin in procesul replicarii?
Care sunt particularitatile sintezei catenei lider si catenei
intarziate?
Ce modele de replicare a ADN cunoasteti?
Cum se replica capetele cromozomilor?
Care sunt mecanismele ce intervin in stabilitatea moleculei
de ADN?
Care enzime intervin in procesul de reparatie?

. Care este importanta biologicd a metilarii moleculelor de

ADN?
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GENA

Prima ipoteza despre structura si functia materialului
genetic a fost formulatd de Gregor Mendel (1865). Pentru a
explica geneza unor caractere fenotipice ereditare si modul lor
de transmitere la descendenti, el a presupus existenta unor
“factori ereditari”. Aceste elemente, care initial erau pur
ipotetice, au devenit, in timp, structuri reale, materiale. Dupa
descoperirea si descrierea cromozomilor (Waldeyer, 1988)
Boveri si in special Sutton (1902) au emis si sustinut ipoteza ca
factorii ereditari sau genele (dupa termenul introdus de Wilhelm
Johansen, 1903) sunt parti din cromozomi. Aceasta idee a fost
confirmata de Thomas Hunt Morgan si colaboratorii sai (1910-
1925). in felul acesta, gena inceteazi si mai fie o supozitie
logica, abstractd, a geniului mendelian si capata un continut
concret, material. Cercetarile ulterioare au demonstrat natura
chimica a cromozomilor si genelor. In 1944 Oswald Avery si
colaboratorii sdi au demonstrat cd materialul genetic este
reprezentat de molecula de ADN. In 1953 Francis Crick si
James Watson au descoperit organizarea moleculard a ADN si
au determinat cd succesiunea de baze azotate (A, G, C, T)
reprezintd codul genetic. Informatia geneticd perpetueaza
datoritd replicdrii moleculelor de ADN si se realizeaza prin
transcriptia ARN si sinteza de proteine.

In concluzie, gena reprezinti un fragment din molecula
de ADN care contine informatia genetica despre sinteza unui
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anumit tip de proteind sau a unei molecule de ARN. Grupul de
gene aldturate, localizate intr-un cromozom formeaza un grup
de inlintuire (grup lincaj). In cadrul acestor grupiri, gena
ocupd o pozitie delimitatd de genele vecine. Gena nu esSte
delimitatd de granite morfologice sau grupari chimice
particulare. Ea are o delimitare functionald, relevatd de
semnificatia mesajului genetic inscris.

Functia genei
Gena detine secventa de nucleotide ce controleaza
sinteza diferitor molecule de ARN (ARNm, ARNr, ARNL,
ARNsn) si a

/_\ diferitor molecule

de proteine.
ADN ADN | €—> | RN Fiecare gena are o

u succesiune

\l’ specifica de baze,
de regula de pe ea
se sintetizeaza un
singur tip de ARN.
Complexitatea structurit si functiei organismelor vii este
determinatd de spectrul proteinelor pe care le contine. De aceea,
organismele simple (de ex., bacteriile) contin céiteva sute de
gene, iar organismele mai complexe - cateva zeci de mii de
gene. In setul diploid de cromozomi umani se contin circa
125000 de gene diferite.

Genele care codifici ARNm, tradus 1in lanturi
polipeptidice specifice, sunt denumite gene structurale. Pentru
acestea se utilizeaza frecvent termenul de cistron. Genele care
se transcriu independent poartd denumirea de umitafi
transcriptionale  monocistronice  (caracteristice  pentru
eucariote), iar mai multe gene ce se transcriu in comun — unitagi
transcriptionale policistronice (caracteristice procariotelor).

Proteini
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Prin sinteza diferitor tipuri de proteine genele
controleaza structurile, functiile si proprietatile celulei si a
organismului 1n intregime. Produsii genelor, interactionand cu
factorii de mediu, pot modula activitatea organismului pentru
adaptarea lui in conditiile schimbatoare ale ambiantului.

Sub actiunea factorilor de mediu genele isi pot modifica
structura chimica (apar gene mutante). Mutatiile determina
aparitia diferitor variante alelice ale uneia si aceleasi gene care
pot avea asupra fenotipului diferite efecte:

- neutre — apar variatii individuale ale unuia si aceluiasi
caracter (grupele sanguine si serice 1a om);

- folositoare — gene de rezistenta la anumite noxe;

- defavorabile — apar caractere patologice letale sau
semiletale (de ex., deficiente enzimatice si blocarea unor
lanturi metabolice).

Totalitatea genelor din setul diploid de cromozomi al
unui individ se numeste genotip. Totalitatea caracterelor si
proprietatilor individului controlate de genotip in interactiune cu
mediul se numeste fenotip.

Organizarea moleculara a genelor

Genele sunt formate din regiunile transcrise si regiunile
reglatoare (fig. 8.1).

Start :

Promoior +1 . :-:_‘7 Regiunea codificatoare ' Termi
5 | ] ] ] 3
i Regiunea iranscrisi i

Fig. 8.1. Structura generald a genei

Fiecare gena (unitate de transcriere) contine promotorul
— secventa recunoscutd de ARN-polimeraza, care realizeaza
transcrierea genei, sau a setului de gene. Promotorul este o
secventd obligatorie si se gaseste in aval de regiunea transcrisa
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(la capatul 5") (gene pentru ARNm si ARNr) sau se contine in
interiorul secventei transcrise (gene pentru ARNt). Primul
nucleotid incorporat in molecula de ARN este notat cu +1;
nucleotidele din gend situate in fata punctului de initiere a
transcriptiei se noteaza cu (-), iar cele ce se gasesc spre capatul
3'— cu (+). Promotorul contine unele secvente consens care se
deosebesc la procariote si eucariote.

Terminatorul este plasat la sfarsitul unitatii
transcriptionale si reprezinta o secventa de nucleotide invertate,
urmatd de secventa TTTT. Secventa invertatd copiata in
molecula de ARN va conditiona formarea unei bucle, care
stopeaza inaintarea ARN-polimerazei si determinad terminarea
procesului de transcriptie. Terminatorul are o structurd
asemanadtoare la procariote si eucariote (fig. 8.2).

Secvents teminator

F— CCCACAGEEECCAGTTCC GG E UGG UATTTIAACTTITCTTTAAT G AT
¥—GGGTGTCGECEGTCAAGGCGACCGCCGTAAAATTGAAAGARATTACT—§

Catena de ADN tramseisi / l TRANSCRIPTIE

B—CCCACAGCRGEEAGUUCCHENEECAGEAUUUL—DH 3

ARN transoipt Fomarea huds ARN

¥

U

I LG

G &

A L

CoumG Buda ARN
ComG Aoty n Teartia
GG de beominare 3
c :;||||G immu:lpim
Ciim G

GG

A A
§—CoCAC WUUL—DH ¥

Fig. 8.2. Organizarea secventei terminatorului genelor
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Particularitatile organizarii genelor structurale la
eucariote

Promotorul genelor eucariotelor consta dintr-un segment
de cateva sute de nucleotide situate la extremitatea 5' a genei.
Aceasta regiune contine o combinatic de secvente consens ce
constituie situsuri pentru factorii de transcriptie (tab. 8.1).
Promotorul genelor structurale, recunoscut de ARN-polimeraza
II, prezinta la distanta de -20 — -30 nucleotide de la situsul de
initiere (+1) boxa Goldberg-Hogness sau boxa TATA la nivelul
careia se gaseste secventa 5' TATA ATAAA-3'. Aceastd
secventa directioneaza enzima ARN-polimeraza Il spre situsul
de initiere al transcriptiei.

In pozitia -75 se giseste boxa CAAT, caracterizati prin
secventa 5'-GGCCAATCT-3'. Boxa CAAT controleazd legarea
proteinelor de initiere a transcriptiei si eficienta acestui proces.

Mai proximal, la -90 nucleotide se gaseste o alta
secventa conservata — boxa GC cu succesiunea 5-GGGCGG-3'.
Boxa GC poate avea mai multe copii in promotor si intervine in
directionarea procesului de transcriptie.

Virusul SV40 r”'”
| NN | ] HEEEE |

Timidin kinaza r—> +1

[ 4 [ | | 2 [ | || |
Histona H,B ( > +1
£ | 0 2 4 || |
140 120 100 80 60 40 20
Octamer  CAAT GC TATA
41 M 0T10 I

Fig. 8.3. Organizarea promotorilor diferitor gene ce activeaza in celulele eucariote
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In afard de aceste boxe mai sunt si alte secvente consens,
ce se leaga de proteine reglatoare specifice pentru gena data (fig.
8.3). Acestea sunt necesare pentru o expresie diferenfiata a
genelor in celule diferite si perioade diferite ale ciclului celular
(de ex., genele pentru globind se transcriu doar in celulele
precursoare ale eritrocitelor, gena pentru miozind —in celulele
musculare, iar gena pentru insulind - in celulele specializate ale
pancreasului etc.).

Tabelul 8.1. Caracteristica secventelor consens din promotorii
genelor structurale la eucariote

Fragmentul | Factorii de
Boxa Secventa Pozitia de ADN | transcriptie
acoperit corespunzatori
TATA-box TATAAAA -30 10 p.n. TBP
CAAT-box GGCCAATCT | -75 22 p.n. CTF/NF1
GC-box GGGCGG -90 20 p.n. SP1
Octamer ATTTGCAT 20 p.n. Octl, Oct2

Secvente codificatoare

S-a demonstrat cd la eucariote structura genei este
discontinud. Paradoxul valorii C confirma ca din totalul ADN-
ului genomic doar o parte (10-15%) participd la sinteza
proteinelor. Secventele neinformationale au rol diferit:
— separa genele (spacieri);
— se contin 1n gene, dar nu sunt reprezentate in secventele de

aminoacizi (introni);

— au rol structural propriu-zis (telomeri, centromeri, sateliti).

S-a constatat o discordanta intre dimensiune moleculei
de ARNm, cu cea a ARN precursor (transcript primar) si
dimensiunea secventei de ADN care a servit ca matritd pentru
transcriptia ARN respectiv. P. Sharp (1977) a emis ipoteza
structurii discontinue, sau in mozaic, a genei la eucariote.
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Exon Intron Exon

3 TCCTAATTETGCCETCTCATAGAAA GTAATAATTGCTTCAA GTCATAATATGGCCTAGAAATC GTGCTGTTTT. . 3
3+ ~AGGATTAACACGGCACAGTATCTITCATTATTAACGAAGTTCAGTATTATACCGGATCTITAGCACGACAAAA... 5 ADN

5 ICCUSAUTCUECCCUCUCATAGAR ACTAATAATUGCTTICAAGUCATAATATGGC CUAGARATC GUGCUGIUTTL., 3 ARN

precursor
.“HH.

% [ ICCuAAIUCUCCEETAATCCUCAUGUUTT.. 3 ARNm

w Ser Lew Leu Ser Arg Asn 3er Trp Cys Phe .. Proteina

Fig. 8.4. Structura discontinud (exon - intron) a secventei
codificatoare in genele eucariotelor

Exonl Intronl Exon2 Intron 2 Exon3
UZU5p 116130 2225 573904 gh 216-255 ph
Capitul 5 Aminoacizii Aminoacidul 105
netranslat 31-104 T

+ 13 1
T capitul 3
aml].mﬂﬁmn netranslat

Fig. 8.5. Structura exon-intron a genei B-globinei si relatia cu structura proteinei corespunzitoare
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Regiunea transcriptibild a genelor la eucariote cuprinde
secvente  codificatoare  denumite exoni si  secvente
necodificatoare — introni (fig. 8.4). Numarul de exoni si introni
este variabil si depinde de complexitatea proteinei pe care o
codifica:

- gena [-globinei contine 3 exoni si 2 introni (fig. 8.5);

- gena pentru precolagen congine 51 exoni si 50 introni;

- gena pentru Hemofilia A contine 26 exoni si 25 introni
(secventa de ADN consta din 180000 p.b., iar molecula
ARNm respectiv are o lungime de doar 9000 b. si constituie
0,2%);

- gena care codifica distrofina contine mai mult de 25000000
pb, iar ARNm - doar 14000 b.

Exonii

Exonii reprezinta secvente codificatoare ale genei ce se
transcriu, sunt prezenti in ARN precursor, in ARNm si se
regasesc in secventa de aminoacizi a proteinei (fig. 8.4). La
capatul 5" al primului exon este o secventa scurtd de cateva zeci
de nucleotide (secventa lider) cu rol de initiere a translatiei care
este urmata de codonul universal de initiere a translatiei — ATG.
La capatul 3" al ultimului exon se afld unul din cei trei codoni de
STOP informational (TAA, TAG, TGA) ce determina
terminarea sintezei proteinei si o secventa scurtd netranslata.

% 16
14
12
10

Numarul exonilor

Fig. 8.6. Numarul exonilor la diferite gene ale vertebratelor
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Fig. 8.7. Lungimea exonilor si intronilor la diferite gene
mamiferelor

Numarul exonilor la diferite gene este diferit. In fig. 8.6.
este reprezentatd dependenta dintre numarul de exoni si
frecventa lor in genomul vertebratelor.

Intronii

Intronii reprezinta secvente necodificatoare ale genei ce
se transcriu, sunt prezenti in ARN-precursor, dar nu sunt
prezenti in ARNm (fig. 8.4). In timpul maturizirii ARNm
(splicing) intronii sunt eliminati din ARN-precursor.

Intronii au o lungime cuprinsa intre 100 si 10000 pb si,
de regula, sunt mai lungi decédt exonii (fig. 8.7). Majoritatea
intronilor prezinta la extremitatea 5' secventa dinucleotidicd GT
iar la 3' AG, astfel sunt recunoscuti de enzimele ce i inlatura in
timpul splicing-ului.

Tabelul 8.2. Functiile intronilor

Conceptul clasic Conceptul contemporan
Codifica biopolimeri
Realizeaza autoclivarea ADN
Participa la realizarea expresiei
genelor

Spatiatori ai exonilor
Reziduuri ale evolutiei
ADN
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Particularitatile organizarii genelor pentru ARNT si
ARNL la eucariote

Genele pentru ARNr (5,8S; 18S; 28S) sunt organizate
intr-o unitate de transcriptie ce se repetd in tandem de cateva
sute de ori si formeaza organizatorul nucleolar (fig. 8.8).

Siﬂ B Segment mti'a.nscripﬁbil
B ss BN s ] | |l

f————————— Unitate repetithi —————|
|———— Unitate de iranscriptie —
Fig. 8.8. Organizarea genelor pentru ARNr 5,8S, 18S, 28S

Fiecare unitate de transcriptie este separatd de unitatile
vecine prin secvente netranscriptibile - spaceri. Unitatea
repetabild contine ~12000 pb. Genele pentru ARNr de regula nu
contin introni, exceptie facand genele protozoarelor. Promotorii
genelor pentru ARNr au o varietate mica si sunt recunoscuti de
enzima ARN-polimeraza 1. Promotorii au o structurd bipartita: o
secventa de baza localizata 1n regiunea -45 — +20 ce controleaza
initierea transcriptiei si un element de control proximal in
regiunea -180 —-107 (UCE — upstream control element).

Genele pentru ARNr 5S sunt localizate in afara
nucleolului si sunt transcrise de enzima ARN-polimeraza IlI.
Aceste gene formeaza unitati transcriptionale in care gena
pentru ARNr 58S se repeta in tandem. Promotorul este localizat
in interiorul genelor in limitele +55 — +80.

Genele pentru ARNt, de asemenea, sunt organizate in
unitdfi transcriptionale in care secventele codificatoare sunt
separate prin succesiuni necodificatoare. La drojdii genele
pentru ARNt pot contine introni de 10-30 pb. Genele pentru
ARNL sunt transcrise de ARN-polimeraza 111, iar promotorul are
o structura similara cu cea a genelor ARNr 58S.

136



Particularitatile organizarii genelor la procariote

Aparatul genetic al procariotelor este reprezentat de
molecule circulare de ADN (nucleoid si plasmide). Genomul
procariotelor confine putine secvente necodificatoare. Genele se
caracterizeaza printr-o structurd mai simpla si sunt lipsite de
introni. Deoarece metabolismul este intens si necesitda modificari
rapide in dependentd de conditiile de moment ale mediului,
majoritatea genelor implicate intr-un lan{ metabolic formeaza
unitati transcriptionale numite operoni.

Operonul contine un singur promotor la capatul 5, mai
multe gene structurale (numarul de gene structurale este egal cu
numarul proteinelor implicate in procesul metabolic dat), iar la
capatul 3’ se afla terminatorul (fig. 8.9). Unii operoni pot contine
si alte secvente reglatoare (secvente operatoare, secvente
atenuatoare etc.).

Terminator
[Promotor |  Gemad | Gena B [ Gena C [ Gena D ]
ARNm R T I e
policisironic l l
Proteina A Proteina B Proteina C Proteina D

Fig. 8.9. Organizarea unui operon cu patru gene structurale

Promotorul la procariote contine secventele specifice
caracterizate prin boxa Pribnow in pozitia -10, responsabila de
initierea denaturarii locale a ADN-ului si boxa TTGACA in
pozitia  -35, la care are loc asocierea primard a ARN-
polimerazei (fig. 8.10).
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Start (+1)
-35 -10
|[TTGACA| 16-19ph. | TATAAT]59p). m—mm——————————————————x
Fig. 8.10. Structura promotorului la procariote

Celelalte clase de gene (pentru ARNr, ARNt) sunt
organizate in unitdti transcriptionale mixte, separate prin
spaceri. In fig. 8.11 este prezentata schema unui astfel de cluster

de gene.
PL P2 )
sonv [ I [ARNr16S[ [ARN{ | ARNr 23§ | Jarmess] RN [ ]
!
ARN 308
! ! ! Lol
s s
ARNE165  ARNt ARNr 235 ARNCSS  ARMi

Fig. 8.11. Operonii genelor ARNt si ARNr la procariote

Particularitatile organizarii genomului uman

Genomul uman constd din ADN nuclear (98%) si ADN
mitocondrial (2%). Genele acestor doud sisteme interactioneaza
intre ele si controleazd activitatea organismului uman prin
controlul sintezei proteinelor de structurd, enzimelor si
proteinelor reglatoare.

Genomul nuclear

Genomul nuclear al celulelor somatice este reprezentat
de 46 molecule de ADN, ce corespund celor 46 de cromozomi
monocromatidieni din setul diploid. In nucleul celulelor umane
se contin circa 125000 de gene. Acestea sunt repartizate de-a
lungul cromozomului. Intre gene sunt secvente necodificatoare,
reprezentate de spaceri, ADN-satelit. Fiecare cromozom contine
in mediu 3000 de gene (fig. 8.12). Sub aspect functional genele
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nucleare pot fi clasificate in gene esentiale (comune pentru toate
celulele organismului), gene ce intervin 1n specializarea
celulelor si gene ce codifica proteinele reglatoare. De aceea, in
diverse tesuturi sau etape ale ontogenezei se exprima (se
transcriu) un numar diferit de gene.

In genomul nuclear pot exista mai multe copii ale
aceleasi gene. Grupul de gene, exonii carora sunt asemanatori,
codifica proteine cu secventa si proprietafi similare, derivate de
la o gena ancestrald, se numeste familie de gene. Familiile de
gene pot fi repetitive, nerepetitive si pseudogene.

Familiile de gene repetitive - reprezinta repetari ale
uneia §i aceleiasi gene de mai multe ori per genom. Pot sa
functioneze 1n acelasi tesut simultan, sau in tesuturi diferite
(genele pentru histone, ARNr, ARNt etc.).

Familiile de gene nerepetitive — sunt repetitii ale unor
gene cu efect similar, dar care se deosebesc atat prin structura,
cat si prin modul de actiune (gene pentru globine, HLA etc.).

In fig. 8.13 este prezentati organizarea clusterului pentru
a-globine. Familia constd din patru gene functionale ({, al, a2,
0) si trei pseudogene (Y&, ya, ya). Globina { Intrd in compozitia
hemoglobinei embrionare, iar globinele a — in compozitia
hemoglobinelor embrionare, fetale si la adult.

¢ ¥ ya ya al a4z @
HE NN ot
- Fig. 8.13. Clusterul de gengl a-g. obine-i

Pseudogene — sunt secvente rezultate prin duplicare, dar
care nu functioneaza. Sunt genele care “tac”. Ele acumuleaza
mai multe mutatii §i pot rezulta peste o perioada de timp ca
membru nou al familiei, cu proprietati distincte.
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Cromozom cul 5X ll]s ph,contine ~3000 de gene

0504 din cromozom ce contine 15 gene

Exon Iniron Exon Iniron Exon
— ] | |
L Il [ |
Promotor Regiunea codificatoarte erminator

Secvente B Ly b : it b
exomice inironice exonice intronice exonice

PIECUrsSOTr -

=

ARNm

l Translatie

PROTEINA

Fig. 8.12. Relatia dintre localizarea, structura si functia genelor in genomul uman
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Genomul mitocondrial

Genomul mitocondrial este reprezentat de molecule
circulare de ADN cu lungimea de 16.6 kb. In fiecare
mitocondrie se contine un numar variabil de molecule in
dependentd de necesitatea energetica a celulei. Aproape toate
nucleotidele apartin secventelor codante, secventele ADN cu
functii reglatoare fiind foarte mici (ADN mitocondrial al
celulelor umane nu contine introni). Toate genele formeaza doud
unitati transcriptionale: una pe catena grea cu promotorul HSP si
una pe catena usoard LSP (fig. 8.14). ADN mitocondrial detine
13 gene structurale, doud gene pentru ARNr si 22 gene pentru
ARNL.

Genele structurale codifica enzimele implicate 1in
metabolismul energetic. O gena pentru citocromul b (cit b), trei
gene pentru subunitatile 1-3 ale citocrom-c-oxidazei (COI-II1),
sase gene pentru subunititile 1-6 si 4L ale NADH
dehidrogenazei (ND 1-6 si NDA4L), doua gene pentru
subunitatile 6 si 8 ale ATP-sintetazei (A6 si A8) (fig.8.14).

Genele pentru ARNr controleaza sinteza a doua tipuri de
molecule: ARNr 128 si 16S se asociaza cu proteinele importate
din citoplasma la formarea ribosomilor.

ADN mitocondrial codifica doar 22 molecule de ARNt.
De reguld, ARNt mitocondrial recunoaste specific doar primele
douad baze ale codonului din molecula de ARNm. A treia pozitie
a codonului poate fi ocupatd de o altd baza din aceeasi clasa
(purinica sau pirimidinicd).

Replicarea ADN mitocondrial nu este limitatd la faza de
sintezd a ciclului celular. Moleculele de ADN se replica
aleatoriu, unele de doua ori, iar altele - nici odata. Totusi, In
fiecare ciclu celular, numarul moleculelor de ADN mitocondrial
se dubleazd, mentinandu-se constantd cantitatea de ADNmt per
celula. Genele mitocondriale se transmit pe linie materna.
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Fig. 8.14. Genomul mitocondrial wuman. Sagetile indicad
directia transcriptiei si replicatiei. Segmentele hasurate
reprezintda genele ARNt

Cooperarea dintre genomul nuclear si cel mitocondrial
constituie un factor esential atat in functia normala a celulei, cat
si a mitocondriei. Circa 90 gene nucleare codificd proteine ce au
rolul de sustinere a sistemului genetic mitocondrial: proteine
ribozomale, aminoacil-ARNt-sintetaze, ADN- si ARN-
polimeraze, enzime implicate in procesarea si modificarea ARN,
etc. O serie de proteine codificate de gene nucleare intervin in
reglarea numarului de mitocondrii per celuld si a cantitatii de
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proteine sintetizate de aceste organite. Studii efectuate asupra
complexelor enzimatice din membrana mitocondriala interna au
evidentiat faptul ca acestea contin subunitati tesut-specifice ce
actioneaza ca reglatori ai transportului de electroni §i care sunt
codificate de gene ce apartin genomului nuclear.

Transpozonii

Secventele de ADN capabile sa migreze de sine statator
si ocupa o noud pozitie in genom poarta denumirea de elemente
genetice migratoare sau transpozoni. Cei mai simpli
transpozoni au fost depistati la E.coli si constau din gena
transpozaza flancata de elemente repetitive invertate. Ele
formeaza o familie cu denumirea de IS (insertion sequences).
De obicei ele se insereaza in locuri {inta cu o secventa specifica
pentru fiecare transpozon (des. 8.15).

d_,_.-~—"_'_—__ ——
L -

o~ .
123456780 I 057654321
[ 123456789 I 057654321
\

e

- Gena iranspozazei —

BT —
i

-
—— ——

ADN gazda Situsul Hinti ADN gazdi

123456789 I 957654321
123456769 I 057654321

Tinta  Secventa Secvemta  Tinta
repetati imvertati Transpozon imertati repetati

Fig. 8.15. Structrura transpozonului de tip IS
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Unii transpozoni poarta si alte gene, de exemplu gene de
rezistenta la antibiotice sau alte preparate medicamentoase. Din
ei face parte familia Tn care contine o regiune centrala cu gene
specifice, iar regiunile periferice sunt reprezentate de elemente
IS (fig. 8.16).

123456789 987654321 I 123456789 987654321
123456789 987654321 I 13456789 987654321
Element de insertie sting Element central Flement de insertie drept

(Gena transpozazei + secvente imvertate) (Gena marker) (Gena transpozazei + secvente invertate)

Fig. 8.16. Structura transpozonului Tn

Retrotranspozonii (de ex: Ty, copia, Alu) utilizeaza in
mecanismul de transpozitie reverstranscriptaza, de aceea, in
mod obligatoriu confin gena pentru aceastd enzima, cat si gena
integrazei, care participa la integrarea moleculei de cADN intr-
un alt loc. La capete retrotranspozonii confin secvente repetitive
lungi — LTR (long terminal repeat) care asigurda inserarea
fragmentelor. Transpozifia poate fi de mai multe tipuri:
transpozitie nereplicativa, transpozifie replicativa, transpozitie
conservativa si retrotranspozitie (fig. 8.17).

Transpozitia nereplicativa constd in transferarea in
intregime a unui fragment de ADN din pozitia veche in una
noud, ca rezultat, adesea apar rupturi bicatenare ale moleculei
initiale. Cantitatea de ADN, totodata, nu se modifica.

Transpozitia replicativa se caracterizeaza prin replicarea
transpozonului, dupa care copia obfinuta se transfera in loc nou.
Ca rezultat cantitatea de ADN creste.

Transpozitia conservativd se caracterizeazd prin
migrarea fragmentelor de ADN 1in intregime fard a cauza
modificari in cantitatea de ADN si fara a produce rupturi.
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Retrotranspozitia are loc in doua etape. Mai intai
elementul migrator se transcrie, apoi de pe copia de ARN cu
ajutorul revertazei (ADN-polimeraza ARN-dependenta) are loc
sinteza unei molecule complementare de ADN. Fragmentul nou
format se integreaza in locus nou. Ca efect are loc cresterea
cantitatii de material genetic.

Donor Recipient

- T r.r T
—t——

T Trr.r

—— L

Transpozitia replicativa
T T r.r T
—_—h L 1.
2
Transpozitia nereplicativi
T Trr.r
—— L

Transpozitia conservativa

|

ARN m———

cADN

Retrotranspozitia

Fig. 8.17. Schema diferitor mecanisme de transpozitie

Transpozonii pot cauza mai multe rearanjari genomice
dintre care cele mai importante sunt:
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& translocarea poate provoca deletii sau intreruperi ale genelor,
ceea ce cauzeaza inactivarea genelor;

& elementele migratoare servesc ca substrat pentru sistemele
de recombinare celulard; doud copii ale aceluiasi transpozon 1n
diferite pozifii in cromozom pot cauza recunoasterea §i
imperecherea incorectda a cromozomilor pe parcursul crossing-
overului.

Noakown

Verificarea cunostintelor:
Definiti notiunile: gena, gena structurald, cistron, promotor,
exon, intron, operon, transpozon.
Care este structura generala a genelor?
Care sunt functiile secventelor promotorilor la eucariote?
In ce consti structura mozaici a genelor?
Ce reprezinta operonul?
Care sunt particularitatile genomului mitocondrial?
Prin ce se deosebesc transpozonii IS, Tn si
retrotranspozonii?
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TRANSCRIPTIA. PROCESSINGUL ARN

ADN detine, sub forma codificata, informatia ereditara
necesara edificarii si functiondrii structurilor ce alcatuiesc fiinta
vie, precum si realizarii proceselor metabolice care
caracterizeaza viata. Sinteza proteinelor este realizatd pe baza
genelor de structurd si are loc in citoplasma, pe ribozomi.
Informatia ereditarda necesara secventierii aminoacizilor din
proteind se gaseste in ADN nuclear. Aceastd moleculd nu poate
parasi nucleul si de aceea mesajul genetic ce corespunde unei
proteine va fi mai intdi copiat, transcris, sub forma unei
molecule mai mici, ARNm, care va putea trece prin porii
membranei nucleare §i transmite informatia In citoplasma.
Astfel, sinteza proteinelor se realizeaza in doud etape majore:
transcriptia si translatia.

Prima etapa este tramscriptia Sau copierea mesajului
codificat in ADN, sub forma wunei secvente specifice
complementare de nucleotide, intr-o moleculd de ARNm. A
doua etapa consta in: translatia (descifrarea) informatiei copiata
de ARNm de cétre moleculele de ANRt (care fixeaza specific un
aminoacid), asezarea aminoacizilor in secventa indicata de
ARNm si legarea lor peptidica.

Sinteza proteinelor este precis controlatd in functie de
programul ontogenetic al organismului sau de necesitdtile sale,
impuse de anumite conditii metabolice sau de mediu.
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Transcriptia este realizatda de enzimele numite - ARN-
polimeraze. Sinteza ARN pe baza matritei ADN se desfasoara
in directia 5'—3' dupa principiul complementaritatii (A=U;
T=A; G=C; C=G). Procesul decurge in mai multe etape
(initierea, elongarea, terminarea) cu participarea mai multor
componente. Transcriptia este reglatd de secvente de ADN
specifice ale promotorului, terminatorului si alte secvente
modulatoare (enhancer, silencer, operator). Secventele consens
sunt recunoscute de proteine specifice reglatoare, ce
interactioneazd cu ARN-polimeraza, directionand, accelerand
sau incetinind procesul.

Transcriptia la eucariote
In functie de ARN-polimeraza care realizeaza transcrierea, la
eucariote genele se impart in trei clase:

& Gene de clasa | — gene ce codifica ARNr 5,8S, 18S, 28S si
sunt transcrise de ARN-polimeraza |. ARN-polimeraza |
reprezinta activitatea sinteticd cea mai mare - aproximativ
50-70%.

L Gene de clasa Il — gene ce codificad sinteza lanturilor
polipeptidice, transcrise de ARN-polimeraza 1l (gene
structurale). Se apreciazd cd 10% din ADN uman este
transcris in ARNm. Enzima mai transcrie cateva gene care
codifica molecule mici de ARN nuclear (snRNA= smal
nuclear RNA). Activitatea relativd a ARN-polimerazei 1l
este egald cu 20-40%.

L Gene de clasa 11l — gene ce codifici ARNr 5S si ARNt,
transcrise de ARN-polimeraza Ill. Activitatea relativa a
enzimei respective este egala cu aproximativ 10% din total.
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Transcrierea genelor de clasa Il

Aparatul de transcriere:

Gena cu secvente codificatoare si reglatoare (promotor,

terminator):

- regiunea promotorului include secvente consens:
boxa TATA, boxa CAAT, boxa CG, octamer etc.,
care sunt recunoscute de proteine reglatoare;

- secventa transcrisa a moleculei de ADN include: +1,
secventa lider, exonii, intronii, terminatorul (fig. 9.1).

Pozitia secventelor consens din promotor determind care din
cele doua catene de ADN va servi drept matritd in sinteza
moleculei de ARN. Catena 5'—3' poartd denumirea de catena
codogend, netranscrisd. Catena 3'—5' poartd denumirea de
catena anticodogend, este transcrisa, deci serveste drept matrifa
pentru activitatea ARN-polimerazei.

Capatul 5° . . Capitul '

al genei - Regiunea iranscrisa algenei .
| L
O |
-1 :
bow ﬁ : 1 Secventa
: 1 Regiunea codificatoare 1 terminator
(- -

Promotor ! .

H iniron iniron
] :

== CaaT ===|:||:|

AAT At

Codonul de initiere Codonul de terminare Capitul 3"al
a translatiei a iranslatiei transcriptului
Punctul de m.lh.em Semmnal pentru clivarea
a transcriptiei iranscriptului gi poliadenilare

Fig. 9.1. Organizarea genelor structurale la eucariote

ARN-polimeraza Il — o enzimd nucleoplasmatica,
responsabila pentru transcriptia ARNm. In structura ei se disting
10 subunitdti functionale responsabile de recunoasterea
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factorilor generali de transcriptie, denaturarea si renaturarea
ADN-ului, catalizarea imperecherii bazelor azotate din ADN si
ARN. Polimerizeaza ribonucleotidele in directia 5'—3' dupa
principiul complementaritétii pe baza catenei 3'—5' a moleculei
de ADN. Aceasta enzima nu poate recunoaste direct promotorul
si, respectiv, nu poate initia transcrierea, de aceea activeaza in
complex cu proteinele reglatoare. Spre deosebire de ADN-
polimeraze, ARN-polimerazele pot initia sinteza ARN pe loc
gol, in lipsa primerului (fig. 9.2). Ca unitati de polimerizare
utilizeaza ribonucleozid trifosfati — NTP: ATP, GTP, CTP,
UTP;

Situs de Situs de
rena e denaturare

5' Catena anticodogeni

3' Catena codogeni

ARN =
s Situs catalitic

Fig. 9.2. Activitatea ARN-polimerazei

Factori proteici de transcriere:

A. Factori de transcriere generali — proteine care recunosc
secventele consens ale promotorului, punctul de initiere a
transcriptiei (+1) si interactioneaza cu ARN-polimeraza II.
Aceste proteine sunt implicate in initierea si directionarea,
elongarea si terminarea procesului la toate genele de clasa II.

B. Factori de transcriere specifici — proteine care recunosc
secvente specifice ale promotorilor genelor ce se exprima in
anumite tesuturi (de ex., receptorii hormonali steroidici, care
transportd hormonii ce regleaza sinteza anumitor tipuri de
proteine). Sunt implicati in activarea anumitor gene
(decondensarea cromatinei, eliberarea promotorului si
activarea factorilor de transcriere generali).
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Secvente ADN modulatoare ale transctiptiei ce regleaza
rata si viteza de transcriere prin intermediul unor proteine
reglatoare: secvente intensificatoare (enhanceri) si secvente
atenuatoare (silenceri). Aceste secvente pot fi localizate in
regiunea promotorului sau in afara genei, chiar la o distanta
considerabila.

Mecanismul transcrierii

Transcriptia este un proces ce se desfasoarda in mai multe
etape: initierea, elongarea, terminarea. Produsul primar al
transcriptiei este o molecula de ARNm-precursor. Aceasta
moleculd este rezultatul polimerizarii ribonucleotidelor dupa
principiul complementaritatii de pe catena 3'—5' (catena
anticodogena) a moleculei de ADN.

Initierea. Un factor decisiv pentru initierea procesului de
sintezd a ARN este recunoasterea primului nucleotid care va fi
citit (+1). Punctul de start al transcriptiei este determinat de
pozitia secventelor consens ale promotorului, iar ARN-
polimeraza este responsabila doar de sinteza ARN. Promotorul
si punctul de start al transcriptiei sunt recunoscute de factorii
proteici de transcriptie (pentru initierea transctiptiei se formeaza
un complex din circa 20 proteine diferite). Pentru recunoasterea
promotorului genei care va fi transcrisd este necesara
decompactizarea secventelor respective de ADN, care este
inrulat in jurul unor octamere de histone formand nucleozomul.
Pentru a se realiza transcriptia unei catene de ADN, aceste
structuri se modifica, ludnd o dispozitie liniara, prin desfacerea
celor doud wunitdti simetrice ale miezului nucleozomului.
Moleculele histonice raman atasate numai la una din catene,
permitand desfacerea locala a celeilalte catene de ADN si, deci,
producerea transcriptiei. Aceasta se realizeazd cu ajutorul
factorilor specifici de transcriptie.

Initierea transcriptiei se caracterizeaza prin succesiunea
urmatoarelor evenimente (fig. 9.3).
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1. Formarea complexului de initiere a transcriptiei:

& atasarea la promotor a factorilor specifici de transcriere;

& legarea factorului de transcriptie TFIID (TBP) la boxa
TATA (TF — Transcription Factor, 1l — gene clasa Il;
TBP — TATA Binding Protein);

U legarea factorului de transcriptic TFIIA proximal, care
stabilizeaza complexul TBP-boxa TATA,

U in fata factorului TBP se ataseaza factorul TFIIB, care
avand activitate ATP-azica, ajutd la denaturarea ADN
facand posibila citirea matritei de catre ARN-polimeraza
I;

& pentru mentinerea complexului de initiere in stare activa
TBP interactioneaza cu o proteind intensificatoare
aducand enhancerul langa promotor (fig.9.4).

Proteina reglatoare

___Proteini reglatoare atasata la promotor
’_H atasata la enhancer .
Enhancer Promotor

Enhancer

Promotor
Fig. 9.4. Interactiunea dintre enhancer si complexul de
initiere
2. Atasarea la complexul proteic a enzimei ARN polimeraza

I, care este activatd de factorul TFIIF. TFIIF indeplineste

si functia de helicaza ATP-dependenta, denaturand local

ADN-ul;

U transcriptia incepe dupa atasarea factorilor TFIIE si
TFIIH, care permite ARN-polimerazei sa alunece de-a
lungul matritei;

& are loc citirea primului nucleotid (+1) si incorporarea
primului ribonucleotid, care de regula este un ATP
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3. Initiereca se termind prin formarea primei legaturi
fosfodiesterice in molecula de ARN.
Regiunea de ADN denaturat formeaza complexul deschis

(fig. 9.2).

TATA Start

Fig. 9.3. Complexul de initiere a transcriptiei
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Elongarea. Primul eveniment al acestei etape constd in
modificarea configuratiei complexului proteic de transcriptie.
Astfel, se elibereaza de la ARN-polimeraza II factorii TFIIB si
TFIE ramanand atasat TFIIF si FTIIH. Factorul TFIIH este
considerat factor de elongare, avand activitate de helicazd ATP-
dependenta, kinaza si poate fi implicat in repararea ADN.

ARN polimeraza II citeste catena de ADN 3'—>5' si
polimeraza in directia 5'—3' cu o rata de 30 nucleotide/sec.

La inceputul fazei de elongare la ARN- polimeraza se
atageaza TFIIS care detine rol in prevenirea eliberarii premature
a ARN-polimerazei. In spatele ARN-polimerazei, de-a lungul
catenei de ARN se deplaseaza un factor proteic de eliberare.

La promotor raman atasate urmatoarele proteine: FTIID,
FTIIA si proteina intensificatoare. Acestea sunt necesare pentru
atasarea altor molecule de ARN-polimeraza II care vor sintetiza
alte lanturi de ARN, pana la receptionarea semnalelor reglatoare
care blocheaza transcriptia.

Terminarea transcriptiei. Cand ARN-polimeraza ajunge la
secventa terminatorului transcrie si secventa palindromica.
Molecula de ARN imediat formeaza o bucld care incetineste
deplasarea ARN-polimerazei (fig. 8.2). In consecinti, polimeraza
este ajunsd de factorul de eliberare ceea ce conditioneaza
disocierea complexului ADN, ARN, ARN-polimeraza.

Processingul ARN

Produsul primar al transcriptiei nu poate fi imediat
transportat in citoplasmi. In primul rind, ARNm precursor
contine secvente necodificatoare (introni), in al doilea rand
poate fi usor scindata de ARN-aze. Pentru a preveni degradarea,
are loc prelucrarea capetelor moleculei, iar intronii sunt
inlaturati. Totalitatea reactiilor de modificare a ARNm precursor
poartd denumirea de maturizarea ARNmM sau processing.
Aceste procese se desfasoard in nucleu si sunt catalizate de
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enzime specifice. Etapele processing-ului sunt urmatoarele:
prelucrarea capatului 5' (cap-are), prelucrarea capatului 3'
(poliadenilare), inlaturarea intronilor (splicing) (fig. 9.5).

ADIN
S L R I s s (O
ARNm precursor ¢ Transcriere (\_
5 "
5 J( Capare .
TMeg 5
“‘Gppp
. J, Poliadenilare .
?MeGSinp 3 3
' ! x""/ ,/”j,?lﬁ_i_ﬂi.ﬂg’HF*”w_
meGsIPPP 3 - PR 3
ARNm

Fig. 9.5. Etapele processing-ului genelor de clasa II

Modificarea capetelor moleculei de ARNm precursor

Prelucrarea capatului 5'. Capatul 5' al transcriptului
primar este modificat in timpul transcriptiei. Dupa sinteza unui
fragment de ARN cu lungimea 30 baze enzima guanilat
transferaza adaugd o Guanind (GTP) metilata prin legitura 5'-5'
la primul nucleotid din ARN (de reguld o adenind). Structura
"™MeG°ppp® N poartd denumirea de “CAP”. De asemenea, pot fi
metilate si ultimele doua riboze in pozitia 2' (fig. 9.6).

Functiile CAP-ului:

e asigurd  stabilitate moleculei de ARN datorita

legaturii nespecifice 5' - 5,

e reprezintd un situs de recunoastere pentru ribozomi in

initierea translatiei.

Prelucrarea capatului 3'

Capatul 3' al moleculei de ARNm precursor confine
secventa palindromica in forma de bucla. La 11-30 baze de la
situsul AAUAAA molecula este clivatd de o endonucleaza. O
alta enzima — poli(A)-polimeraza adauga 100-200 resturi de
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acid adenilic. ARNm ce codifica histonele nu este supus
poliadenilarii.
Functiile secventei poli-A:
e asigurd stabilitatea capatului 3' al moleculei de
ARNmM;
e controleaza pasajul moleculei de ARNm din nucleu
in citoplazma.

7-metilguanozind Capitul 5° al ARNm

HO OH

o @ ®® v,

OH

Fig. 9.6. Structura CAP-ului ARNm
Splicing-ul
Inlaturarea intronilor din ARNm precursor si unirea
exonilor are loc in nucleu, cu participarea unui complex
enzimatic denumit splicesom. Componentele acestui complex
sunt reprezentate de moleculele mici de ribonucleoproteide
nucleare (SNRNP), notate U; —Ug. Intronii sunt recunoscuti dupa
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secventa GU la capatul 5' si secventa AG la extremitatea 3'.

Procesul se desfasoara in mai multe etape (fig. 9.7):

& la situsul GU a intronului se leaga ribonucleoproteida Uy;

& ribonucleoproteida U, se uneste la nivelul unei adenine din
interiorul intronului (situsul buclei);

& ribonucleoproteidele U4,Us,Us se asociaza cu U, si Us
formand o bucla. Bucla se formeaza prin unirea capatului 5'
al intronului cu adenina printr-o legatura nespecifica 52,

& eliberarea  ribonucleoproteidei U, din complex duce la
clivarea capatului 3' al intronului. Intronul este inlaturat sub
forma de lasou impreuna cu proteinele Uy, Us, Us;

& formarea legaturilor fosfodiesterice 3' — 5' intre capetele
exonilor.

Exon 1 Exon 2

AGPGUAAGT  YNYREY (Y),lNCAG@G

Situsul 5' de Situsul buclei Sltusul 3' de

TeCUnoastere ‘{/f’ recunsastere
icesuma

Intron
inldturat

[Emont] scipc [z

Frodusele splicingului
Fig. 9.7. Mecanismul splicing-ului ARNm
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Ca rezultat al splicing-ului se formeaza un ARNm,
ulterior va fi transferat in citoplasma si va servi matrita pentru
sinteza proteinei.

La eucariote existd mai multe tipuri de splicing.

» Splicing constitutiv — prin care se inlatura toti intronii, iar
exonii sunt uniti in ordinea in care erau dispusi in gena.

» Splicing alternativ — are loc prin selectia exonilor si/sau
eliminarea diferentiatd a intronilor. Astfel, de pe un ARNm
precursor pot fi obtinute mai multe variante de ARNm si
respectiv mai multe tipuri de proteine. In diferite tesuturi
si/sau la diferite perioade de dezvoltare pot fi sintetizate
proteine diferite de pe aceeasi gend (fig. 9.8).

51 2.3 4 5 6 7 8 9 1 1112 3

ARN precursor

4 5 [ 7

1 e O P—
2 4 3 6 7 8 9 i

[ O O —

s R =R -
LI == —

Muschi netezi

Mugchi striati

Fibroblasti
4 5 [ 7 8 9
H]M} ﬂﬂ]ﬂﬂﬂﬂﬂﬂ}ﬂm Mioblasti
4 ] [ 8 9 Celulel
S N —

Secvente netranslate Exoni variabili

Exoni comuni pentru \& Exoni specifici pentru
toate tesuturile DY tesutul muscular

Fig. 9.8. Splicing-ul alternativ al ARN pentru tropomiozine
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» Splicing prin amestec de exoni (exon shuffling) -
moleculele de ARNm se pot forma prin schimbarea ordinii
exonilor. Se intalneste foarte rar.

» Trans-splicing — formarea unei molecule de ARNm din céteva
molecule de ARNm precursor, sintetizate de pe gene diferite. Se
intalneste la tripanosome, la unele nematode si trematode.

Editarea ARN
In urma processing-ului in ARNm pot fi adaugate,
inlocuite sau inlaturate unele nucleotide. Acest fenomen decurge
in nucleu cu participarea unor enzime specifice. Ca rezultat
informatia din molecula de ARNm nu coincide cu cea
corespunzatoare din ADN. Procesul de modificare a secventei
codificatoare din ARNm poarta denumirea de editarea ARN.

Particularitatile transcriptiei genelor de clasa I si

clasa Il

Genele de clasa I codifica sinteza ARNr. Ele formeaza
unitati transcriptionale repetate de mai multe ori in tandem cu
localizare in diferifi cromozomi (vezi fig. 8.8). Aceste gene
formeaza organizatorii nucleolari. ARN-polimeraza | transcrie
o moleculd de ARNr precursor cu coeficientul de sedimentare
45S. Ca rezultat al autosplicing-ului se formeaza trei fractii de
ARNr: 5,8S, 18S, 28S.

Genele de clasa III codificd pentru sinteza ARNt si
ARNTr 5S. La fel ca si genele de clasa | sunt organizate in unitati
transcriptionale mari. Ca rezultat al processing-ului
transcriptului primar se obtin molecule de ARNt si ARNr 5S.

Reglarea transcriptiei la eucariote
Controlul transcriptional determind posibilitatea de a fi
sau a nu fi transcrisa o gend. Pentru intelegerea mecanismelor de
control ale transcriptiei genelor eucariote este necesar sa se
cunoasca cateva particularitati ale genomului eucariot.
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¢ ADN are o structura supramoleculard realizatd prin
interactiunea puternici cu diferite tipuri de proteine. In
aceastd stare transcriptia este imposibild fiind blocata
nespecific de histone. Unele secvente sunt metilate, fenomen
asociat cu inactivarea ADN-ului.

« La eucariote cea mai mare parte a genomului nu este
transcrisd. Majoritatea secventelor ADN sunt repetitive,
necodificatoare (spaceri, ADN-satelit).

% Intr-un organism eucariot pluricelular, celulele nu doar cresc
si se divid, dar si suporta modificari morfologice, fiziologice
si metabolice, adicd se diferentiazd. Pentru aceasta este
necesard o expresie diferentiata a genelor.

¢ Programul general al dezvoltarii ontogenetice a unui
organism asigurd desfisurarea etapelor de baza ale vietii
pand la batranete si moarte. Fiecare etapd are anumite
particularitati si o anumita durata, iar existenta unui individ
este limitatd. Astfel, expresia genelor este diferentiatd si in
functie de perioada de dezvoltare.

¢ Transcrierea mesajului genetic se realizeazd in nucleu. De
aceea, ARNm pentru a fi transportat in citoplasma unde se
afld ribozomii necesitd anumite modificari.

¢ La eucariote ARNm poartd informatia pentru sinteza unui
singur lant polipeptidic. Astfel, este necesar un mecanism de
reglare a expresiei genelor ce controleaza un lan{ metabolic.

Nivelele de reglare ale transcriptiei
Controlul pretranscriptional consta in decondensarea
cromatinei,  modificarea  histonelor, ce permite accesul
factorilor transcriptionali si denaturarea ADN. Au loc
demetilarea si schimbarile conformationale in molecula de ADN

pentru asigurarea intreactiunii cu proteinele reglatoare.
Controlul initierii transcriptiei. Pentru initierea
transcriptiei este necesarda activarea promotorului genei-finta.
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Elementele promotorului functioneaza ca modul in reglarea
expresiei genei. Unele elemente promotoare (secventa TATA) sunt
absolut necesare pentru initierea transcriptiei. In schimb, alte
elemente stimuleaza sau Tmpiedica transcriptia genei. Acestea sunt
secvente de ADN, de care se leaga proteine specifice reglatoare (fig.
9.9). Daca transcriptia a fost activatd de legatura data, elementul
promotor se numeste element de reglare pozitiva, iar proteina este o
proteind reglatoare pozitiva. Dacd transcriptia este blocatd, elementul
promotor se numeste element de reglare negativa.

Proteine de
activare puternica

Proteine de
atenuare e

Proteine de
inhibitie puternica
by

o

Proteine de

ARN-polimeraza IT +
factorii generali de transcriptie

activare slaba ‘G

Fig. 9.9. Elementele reglatoare si modulatoare implicate in
controlul transcriptie

Elementul reglator al promotorului este specializat
pentru fiecare gena pe care o controleaza, pentru ca se leagd de o
moleculd semnal. O gend particulara poate avea unul sau mai
multe elemente promotoare deoarece, in conditii diferite, pot
exista una sau mai multe proteine reglatoare care controleaza
expresia acestei gene (fig. 8.3).

Un model prin care elementele stimulatoare (enhancerii)
influenteaza transcriptia de la distanta este urmatorul: o proteind
specifica reglatoare se leaga de secventa stimulatoare. ADN-ul
formeaza apoi o bucla in asa fel, incat proteina reglatoare, legata
de stimulator, sa poatd interactiona cu proteinele reglatoare si cu
alti factori asociasi elementelor promotoare. Aceastd
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interactiune dintre proteine determind activarea sau supresia
transcriptiei (fig. 9.4; fig. 9.9).

De aceea, efectul unui element de reglare asupra
transcriptiei depinde de combinatia diferitelor proteine legate.
Deci, combinatiile particulare dintre proteinele reglatorii
controleaza, in mod specific, transcriptia genelor in diferite
tipuri de celule. Aceasta se numeste reglare genica combinativa.

Genele care controleaza acelasi proces si/sau lang
metabolic, de regula, contin secvente reglatoare similare si sunt
recunoscute de aceleasi proteine reglatoare. De exemplu, genele
implicate in dezvoltarea embrionard contin o secventd comuna
numitd homeoboxa. Astfel de gene sunt localizate pe acelasi
cromozom in ordinea conectarii lor, formand astfel o familie de
gene. Un al exemplu de expresie diferentiata a genelor in timp si
spatiu este sinteza hemoglobinei la om (fig. 9.10). Hemoglobina
embrionara este formata din doua polipeptide { si doua € si se
sintetizeaza initial In sacul vitelin. Hemoglobina fetala incepe sa
se sintetizeze in ficat si in splind din doua polipeptide a si doua
y. La nou-nascut si adult sinteza hemoglobinei se transferd in
maduva osoasa unde sunt sintetizate adevaratele catene a si 3,
cu un % mic de polipeptide o de tip .

Gene a

[ HEREEE B B
g Wi wo2Zwal o2 el o

embrion fat si adult

Gene [

[ | i EEE B
g vG YAy & B

embrion fat nou-nascut

adult

Des. 9.10. Organizarea familiilor de gene pentru a-globine
(pe cromozomul 16) si B-globine (pe cromozomul 11)
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Controlul sintezei ARN. Dupa formarea complexului de
initiere a transcriptieit ARN-polimeraza II sintetizeaza molecula
de ARN pana la situsul de terminare. Viteza si rata de
transcriptie este determinatd de configuratia promotorului si de
interactiunea cu proteinele reglatoare. Sfarsitul procesului este
semnificat prin secventa palindromica si formarea buclei 1n
molecula de ARN.

Controlul  posttranscriptional.  Pentru  prevenirea
degradarii ARN si transportul lui in citoplasma are loc CAP-area si
poliadenilarea capetelor. Varianta splicing-ului decide structura
proteinei ulterior sintetizate. Astfel de pe aceeasi gena pot fi
sintetizate diferite proteine. In consecinti o gend poate controla
diferite perioade ontogenetice sau diferentierea celulara.

Controlul transferului ARNm in citoplasmia. ARNm —
produsul processing-ului si splicing-ului se asociaza cu proteine
speciale, inractioneaza cu receptorii complexului porului nuclear
si se transfera din nucleu in carioplasma.

Transcriptia la procariote

In capitolul 8 este descrisa structura si organizarea
moleculard a genelor la procariote. Unitatea transcriptionala este
reprezentatd de operon care este format din secvente reglatoare
(promotor/operator, terminator) si secvente codificatoare (gene
structurale) lipsite de introni (fig. 8.9).

La procariote exista o singura ARN-polimeraza care are
aceleasi proprietati ca si ARN-polimerazele de la eucariote.
Structural, ARN-polimeraza procariotelor reprezintd o
holoenzima formata din mai multe subunitati functionale. Astfel,
ea recunoaste promotorul, este responsabila de denaturarea si
renaturarea ADN, catalizeaza polimerizarea ribonucleotidelor.
Moleculele de ARNm sunt policistronice si utilizate imediat ca
matritd pentru sinteza proteinelor. Deoarece nu sunt protejate de
CAP, moleculele ARNm degradeaza rapid.
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Transcriptii de pe genele pentru ARNt si ARNr sunt
procesati, formand molecule mature de ARNt si ARNr (fig.
8.11).

Reglarea transcriptiei la procariote

Particularitatile ciclului vital al organismelor procariote,
cat si organizarea simpld a aparatului genetic fac ca reactiile de
activare/inactivare a sintezei proteinelor sa decurga rapid. Se
disting doud tipuri de control al genelor: control negativ si
control pozitiv.

Controlul negativ este mecanismul de inactivare a
genelor printr-o proteind represor. Proteina represor este
controlatd de o gena reglatoare, plasata in afara operonului. Ea
se uneste la regiunea promotorului si impiedicd deplasarea
ARN-polimerazei. Proteina represor poate fi inactivatd de un
inductor (factori de natura neproteica care poate fi substratul).

Controlul pozitiv reprezinta mecanismul de activare a
genelor cu ajutorul unei proteine activator. De regula,
activatorul este in stare inactiva si nu are afinitate fata de
promotor. Inductorul conditioneaza legarea proteinei activator
la promotorul operonului ce va fi transcris. In asa mod ARN-
polimeraza recunoaste regiunea promotorului si efectueaza
transcriptia.

Verificarea cunostintelor
1. Definiti notiunile: expresia genei, transcriptie, promotor,
exon, intron, factor de transcriptie, boxa TATA, ARN
polimeraza I, transcript primar, ARN precursor, ARN
mesager, splicing, splicesom, enhancer, silencer, control
pozitiv, control negativ.
Care sunt etapele transcriptiei genelor structurale?
Cum se formeaza complexul de initiere a transcriptiei?
Care sunt particularitatile activitatii ARN polimerazei 11?
In ce consta processingul ARNm-precursor?
Care sunt nivelele de control al transcriptiei la eucariote?
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10

TRANSLATIA

Dupa transcriptia §i transmiterea mesajului genetic din
ADN nuclear in citoplasma, secventa nucleotidelor din ARNm
este convertitd intr-o secventd specificd de aminoacizi in
proteind. Procesul se numeste translatie, intrucat “limbajul”
nucleotidelor este tradus in “limbajul” celor 20 de aminoacizi ce
alcatuiesc proteinele. Catenele polipeptidice sunt sintetizate prin
aranjarea riguroasd a aminoacizilor ntr-o anumitd ordine,
asigurata de catre codul genetic — un sistem de corespondente
dintr-o anumita secventd de trei nucleotide (codon) din ARNm
si fiecare din cei 20 de aminoacizi.

In procesul transcrierii ARNm a preluat mesajul genetic
din molecula de ADN despre succesiunea aminoacizilor din
lantul polipeptidic. Sistemul prin care succesiunea nucleotidelor
din molecula de ADN (sau ARN) determind  ordinea
aminoacizilor in proteina poarta denumirea de cod genetic.

Proprietatile codului genetic
v' Este alcatuit din triplete, fiecare triplet formeaza un codon.
Existd 64 de codoni, dintre care 61 codifica pentru anumiti
aminoacizi, iar trei - sunt codoni de STOP informational.
v Este universal - la toate organismele exista acelasi cod
genetic, cu unele exceptii la procariote, protozoare si in
mitocondrii.
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U C A G

(Val) | (Ala) | (Glu) | (Gly)
(Val) | (Ala) | (Glu) | (Gly)

(Phe) | (Ser) | (Tyr) | (Cys) | U

U (Phe) | (Ser) | (Tyr) | (Cys) | C
(Leu) | (Ser) | STOP | STOP | A
(Leu) | (Ser) | STOP | (Trp) | G
(Leu) | (Pro) | (His) | (Arg) | U
C (Leu) | (Pro) | (His) | (Arg) | C
(Leu) | (Pro) | (GIn) | (Arg) | A
(Leu) | (Pro) | (GIn) | (Arg) | G
(lle) (Thr) | (Asn) | (Ser) | U

A (lle) (Thr) | (Asn) | (Ser) | C
(lle) (Thr) | (Lys) | (Arg) | A

(Met) | (Thr) | (Lys) | (Arg) | G
(Val) | (Ala) | (Asp) | (Gly) | U
G (Val) | (Ala) | (Asp) | (Gly) | C
A

G

Fiecare codon codificd un singur aminoacid. Prezintd
ambiguitate doar codonii AUG, care specificA metionina si
formil-metionina, cat si GUG — pentru valind si formil-
metionina.

Este degenerat. Acelasi aminoacid poate fi codificat de mai
multe triplete (triplete sinonime) - astfel serinei 1i corespund
6 codoni, prolinei - 4 etc.

Este colinear - ordinea tripletelor in molecula de ARN
corespunde ordinii aminoacizilor in lanful polipeptidic.

Nu este suprapus - tripletele vecine nu contin nucleotide
comune (fig. 10.1).

Este farda virgule - codonii urmeaza unul dupa altul, fara
spatii.

Exista un triplet universal de initiere - AUG. La procariote si
la unele plante in calitate de codon de initiere poate fi GUG.
Exista trei codoni STOP - UAA, UAG, UGA.
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Ordinea codonilor in molecula de ARNm se numeste faza de
lecturd. In fiecare moleculd de ARNm existd trei faze de
lectura. Faza de lectura care incepe cu AUG se numeste faza de
lectura deschisa (fig. 10.1).

UU&C&U'UUAACG&UCGCG&C&IUUC Codul genetic este nesuprapus

Corect
1 1 i1 1 1 11 . - .
ACTUACATTMTIAACGATC GO CACTIIUE  Codul genetic este fara virgule

Incorect

ACTUACATTUAACCGAUCCCGACTIUC .
TN TR N Y NN ANy MR Faza de lectura I

L1t L1111 Fazradelecturall
LI I JL 1L 1L 1L 1 Farade lecturi I

Fig. 10.1. Proprietdtile codului genetic

Procesul de decodificare a informatiei cifrate in molecula
de ARNm se realizeaza pe ribozomi cu ajutorul ARNt. Aparatul
de translatie include numerosi factori proteici ce catalizeaza
traducerea corectda a codului  genetic, polimerizarea
aminoacizilor, asamblarea ribozomilor, controlul duratei de
viatd a ARNm, controlul numarului de polipeptide sintetizate de
pe aceeasi matrita.

Procesul de translatie este similar la procariote si
eucariote. Sunt diferiti factorii proteici de translatie, tipurile de
ribozomi implicati si modul de initiere a translatiei. De
asemenea, diferd si structura moleculelor de ARNm. La
procariote ARNm, de obicei, este policistronic - contine
informatia despre sinteza mai multor proteine, iar la eucariote
contine informatia despre sinteza unui singur polipeptid. La
procariote procesele de transcriptie si translatie pot decurge
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concomitent. Aceasta este posibil deoarece ambele procese
decurg direct in citoplasma, iar viteza de sintezd a proteinelor
(10 aa/sec) este comparabila cu viteza de sintezd a ARN (30
b/sec). La eucariote aceste procese decurg separat: transcrierea
- In nucleu, iar translatia - in citoplasma. Realizarea mesajului
genetic Tn mitocondrii si plastide are loc integral In organitele
respective.

Aparatul de translatie
Aparatul de sinteza a proteinelor este constituit din urmatoarele
componente:
ARNM — matrita pentru sinteza proteinei,
ribozomi — sediu pentru asamblarea polipeptidului;
ARNIt — translator al codului genetic de pe ARNm;
aminoacil-ARNt sintetaze — adaproti penru aminoacizi
la ARNt corespunzator;
aminoacizi — monomerii proteinei;
ATP si GTP — surse de energie;
Mg®*, Ca?* - cofactori ai enzimelor;
factori proteici, catalizatori ai translatiei — reglatori
specifici ai procesului de decodificare a codului genetic
s1 sintezei proteinei.

ANANENEN

ASANENEN

ARNmM la eucariote contine mesajul genetic pentru
sinteza unei molecule proteice, este monocistronic. Se
sintetizeazd si proceseazd in nucleu, apoi se transportd in
citoplasmd (ARNm este asociat cu proteine specifice,
recunoscute de complexul porului nuclear). Capatul 5’ este
protejat de CAP, care serveste ca semnal de recunoastere pentru
ribozom in initierea translatiei. CAP-ul este urmat de cateva
zeci de nucleotide netranslate — secventa lider — care reprezinta
situs de legare a ARNm de ribozom (fig. 10.2).
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< ARNm >
5 MG ppp A (G INNNNNN.. LAUG. ..o UAA+pohia 3

O I
< >t >t »
- Lol | L] Ll
Secventa 5' netranslati Secventa 3
(Secventa lider) netranslati

Secventa translatd

Fig. 10.2. Organizarea ARNm la eucariote

Regiunea translabild contine secventa de baze ce
controleaza ordinea asamblarii aminoacizilor in polipeptid. La
capatul 5" al secventei translate se contine codonul de initiere
AUG, iar terminatia este determinata de unul din cei trei codoni
STOP. La capdtul 3" al mesagerului se gaseste o regiune de 100-
200 nucleotide netranslate — coada poli(A).

ARNmM procariotic este policistronic, produs al
transcriptiei unui operon. Spre deosebire de ARNm de la
eucariote, la procariote mesagerul nu este procesat. Capetele
moleculei nu contin CAP si poli(A). Secventa lider este formata
din circa 10 nucleotide netranslate si contine un hexamer
conservat (5'...AGGAGG...3') numit secventa Shine-Dalgarno.
Ea este complementara unei secvente conservate de la capatul 3'
al moleculei ARNr 16S. Intr-o moleculi de ARNm se pot
contine mai multi codoni de initiere AUG (mai rar GUG sau
UuUG).

ARNLt. In procesul de sinteza a proteinei sunt implicati
20 de aminoacizi. Ei sunt transportati la locul de sinteza cu
ajutorul moleculelor de ARNt. Astfel, ARNt serveste ca
translator (traducétor) al codului genetic de pe ARNm si adaptor
pentru aminoacizii corespunzatori. Fiecare moleculd este
formata din ~70-80 nucleotide care formeaza o structurd
secundara specifica - “frunza de trifoi” (fig. 10.3). Molecula
ARNt contine in afard de cele patru baze majore A, U, G, C si
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cateva baze minore: pseudouracil (), dihidrouridina (D), timina
(T) etc.

Regiunile functionale ale ARNt:

e bratul acceptor de care se uneste aminoacidul (aa);

e Dbuclay care asigura recunoasterea ribozomului;

e Dbucla D care este centrul de recunoastere de catre
aminoacil-ARNt-sintetaza;

e bucla anticodon care contine un triplet ce determina
tipul aminoacidului, transportat ulterior de ARNt si
are proprietatea de a se imperechea cu cele trei
nucleotide ale codonului din ARNm.

In total existd 61 tipuri de ARNt, in corespundere cu

numarul de triplete codificatoare.

£y
@} |
@ Baze majore 5 (M
@ (2)
P9 Orice purini g
g Orice pirimidini g
& i BuclaD C)@D
el , o@@@
% © NI P
® oL
@ 5]
{)  Oricehazd g
O Nucleotide suplimeniare
Py (3 Bucla suplimentari
) Py
@
Bucla anticodon

Fig. 10.3. Structura moleculelor de ARNt
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Aminoacil-ARNt-sintetaza. Selectia corecta si legarea
aminoacidului la molecula respectiva de ARNt se realizeaza cu
ajutorul enzimei aminoacil-ARNt-sintetaza. Aceastd enzima are
specificitate pentru fiecare dintre aminoacizi, de aceea in total
exista 20 tipuri (fig. 10.4). Aminoacidul se uneste la grupa OH
din pozitia C2' sau C3' de la capatul 3' al moleculei de ARNt.
Aditionarea se realizeaza in 2 etape:

1) Enzima + aminoacid + ATP M, Enzima-aminoacil-
AMP + P~P

2) Enzima-aminoacil-AMP + ARNt —— Aminoacil-ARNt +
AMP + enzima.

H
i i P i =0 :
Tripiofanul ~0H %N_T_C\O mecfcio
¢H, (H,
W Qw:
NﬁH '
H H
ARN{ITP
Aminoacil- ARNt
sintetaza specifici
pentru tripiofan Legarea tripiofanului L tTm
T egarea AR
la ARNi'P 12 codonul UGG

Fig. 10.4. Mecanismul interactiunii aminoacidului, ARNt si
ARNt-sintetatzei

Ribozomii. Ribozomii reprezintd sediul de traducere a
ARNm si polimerizare a aminoacizilor. Ei constituie complexe
ribonucleoproteice si sunt formati din doud subunititi de marime
inegala. In citoplasma, daci ribozomii nu sunt implicati in
procesul de translatie, subunitatile ribozomale sunt disociate.
Formarea ribozomului are loc doar la unirea cu ARNM.
Structura ribozomilor, la fel ca si structura ARNr este similara,
insd nu identica, la toate speciile (fig. 10.5).
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Ribozomii _eucariotici. Subunitatea 40S contine o
molecula de ARNr 18S si ~33 proteine. Subunitatea 60S contine
la randul sau, trei molecule de ARNr (58S, 5,8S, 28S) si circa 49

proteine. ARNr si subunitatile
formeaza in nucleol.
Ribozomii procariotici.

ribozomale 40S si 60S se

Subunitatea 30S contine o

molecula de ARNr 16S si 21 proteine. Subunitatea 50S este

formata din ARNr 5S, 23S si 3
formarea subunitatilor ribozomale

708

MM 2500000

508 / \ 308

WL 1600000 WM 200000

ARNr 55 ARNr 13§ ARNr 165
= |= —
—— =
120 00 1540
udeciide i rudertide
34 proteine 21 proteine

RIBOZOM PROCARIOTIC

1 proteine. Sinteza ARNr si
are loc direct in citoplasma.

8058

MM 42l]l]l]l]l]

605 408

]'||]'|'[ 28IJIJIJIJIJ ]'||]'|'[ 1400000

mss mm-zss ARNr 585 ARerSS

= = ‘E
16

1M

nudectide nudectide 1300
4700 modevtide
nudertide
~40 proteine ~-33 proteine

RIBOZOM EUCARIOTIC

Fig. 10.5. Organizarea moleculard a ribozomilor
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Ribozomii au cateva centre catalitice:

Situsul A - aminoacil - este responsabil de unirea
complexului aminoacil-ARNTt;

Situsul P - peptidil - este responsabil de unirea peptidil-
ARNt;

Situsul E — este responsabil de eliminarea ARNL.

Legatura dintre ribozom, molecula de ARNt si molecula
de ARNm se realizeaza prin intermediul ARNr. Molecula ARNr
din subunitatea mica este responsabila de recunoasterea si unirea
la ARNm. Moleculele de ARNr din subunitatea mare sunt
responsabile de unirea celor doud subunitati ribozomale,
interactiunea ARNt cu subunitatea mare si cu molecula de
ARNM. Reactiile ce se desfagoara pe ribozom sunt catalizate de
proteinele ribozomale.

Factori proteici de translatie. Fiecare etapa a translatiei
este controlatd de un complex de factori proteici specifici: IF —
factori de initiere; EF — factori de elongare; RF — factori de
terminare.

Mecanismul translatiei

Sinteza proteinelor se face prin asezarea secventiala a
aminoacizilor in ordinea impusa de mesajul genetic preluat de
ARNm, in procesul sintezei sale pe matritd de ADN. Descifrarea
mesajului se face in sensul 5'—3' al moleculei de ARNm, deci in
aceeasi ordine 1n care a fost copiat de ARNm in procesul de
transcriptie.

Procesul de biosinteza a proteinelor decurge in trei etape:
initierea, elongarea si terminarea. Fiecare etapa este controlata
de factori proteici specifici, care difera la procariote si eucariote.

Initierea include reactiile care preced formarea legaturii
peptidice intre primii doi aminoacizi din proteind. Ea necesita
legarea ribozomului la ARNm si formarea complexului de
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initiere care include primul aminoacil-ARNt. Aceasta este 0
etapd relativ lenta a translatiei si determina rata cu care ARNm
este tradus (fig. 10.6).

Initierea decurge in cateva etape:

(1) formarea complexului metionil-ARNTt ¢ (la procariote —
formilmetionil-ARNIt fme);

(2) activarea complexului metionil-ARNtme prin adaugarea
unei molecule de GTP;

(3) formarea complexului [metionil-ARNtye] — [GTP] —
[subunitatea  ribozomald micad]. Metionil-ARNt se
situeaza in situsul P (proprietate unica doar pentru ARNt
de initiere);

(4) asocierea complexului format la ARNm si recunoasterea
codonului de initiere AUG, cu consumul unei molecule
de ATP;

(5) asocierea subunitatii ribozomale mari si disocierea GTP
in GDP si P;.

C“”"C‘ G

Mei
S o
3¥::9
ADP + p;

GDP + P;
Met 4 Met

Fig. 10.6. Mecanismul initierii translatiei

174



La eucariote mai intdi se recunoaste CAP-ul, apoi
subunitatea ribozomald mica migreazd pand cand ajunge la
primul codon AUG. Primul aminoacid incorporat este
metionina (Fig 10.7).

La procariote se recunoaste fiecare AUG care serveste
drept semnal pentru inifierea translatiei. Primul aminoacid
incorporat este formilmetionina.

A

£

11 | LA
4 VAUC

L A

T 1T Tl Tl
. XXX AUG XXX

f£Met £Met £Met

Initierea translatiei la procariote

LISV, VL L O N P OO U O O OO LN L M
XXX XXX AUG XXX XX XXX AUG XXX XXX XXX

Initierea translatiei la eucariote

Fig. 10.7. Particularitdtile initierii translatiei 1la
procariote si eucariote

Elongarea include toate reactiile de la formarea primei
legaturi peptidice, pand la addugarea ultimului aminoacid.
Aminoacizii se ataseaza unul cate unul in conformitate cu
succesiunea codonilor in molecula de ARNm. Este cea mai
rapida etapa a translatiei (fig. 10.8).

Elongarea se  caracterizeaza  prin  succesiunea
urmatoarelor evenimente:

(1) formarea complexelor aminoacil-ARN;
(2) activarea complexelor aminoacil-ARNt prin adaugarea a
cate o molecula de GTP;
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Fig. 10.8. Mecanismul elongatiei lantului polipeptidic

(3) transportarea complexului [aminoacil-ARNt] — [GTP] la
situsul A al ribozomului si eliberarea GDP + Pj;

(4) transferul aminoacidului initiator din situsul P in situsul
A si formarea legdturii peptidice Intre aminoacizi.
Procesul este catalizat de enzima peptidil-transferaza. In
etapele urmatoare ale elongatiei din situsul P se va
transfera 1n situsul A intregul lant polipeptidic;

(5) eliberarea moleculei de ARNt din situsul P si asocierea
unei molecule de GTP la ribozom;

(6) translocarea ribozomului cu un triplet. Miscarea
ribozomului se efectueaza in directia 5" — 3" al
moleculei de ARNm:

- tripletul decodificat nimereste in afara sectorului P;
- 1in situsul P se va deplasa ARNt cu polipeptidul
format (peptidil-ARNV);

P A

— —

5:
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- 1in sectorul A se situeazd urmaitorul codon, iar in
situsul A — urmitorul aminoacil-ARNt. In calitate de
energie serveste GTP care se hidrolizeaza pana la
GDP + P;.

Procesul decurge pana cand in sectorul A nimereste unul

din cei trei codoni STOP.

Terminarea cuprinde evenimentele necesare pentru
eliberarea lantului polipeptidic sintetizat si  disocierea
ribozomilor de la ARNm.

Cand in sectorul A se situeaza unul dintre cei trei codoni
STOP (UAG, UGA, UAA), la ribozom se uneste factorul de
eliberare RF. RF conditioneaza disocierea complexului de
translatie. Subunitatile ribozomale, ARNt, ARNm, RE, factorii
proteici de translatie pot fi reutilizati (fig. 10.9.).

ARNm Subunititi ARNt Faciorde  Polipeptid
rihozomale eliberare

Fig. 10.9. Terminarea translatiei si eliberarea componentilor
aparatului de translatie
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Lanful polipeptidic sintetizat, de obicei, suferd unele
modificari posttranslationale: inlaturarea metioninei initiale,
fosforilarea, glocozidarea, hidroliza specifica etc.

Reglarea translatiei

Biosinteza proteinelor poate fi activatd/inactivata de
diversi factori de naturd proteicd sau neproteicd care
interactioneaza cu componenti aparatului de translatie.

in tab. 10.1 sunt enumerati principalii factori de
translatie la procariote si eucariote, mecanismul lor de actiune la
diferite etape ale initierii, elongarii si termindrii biosintezei
proteinei.

La procariote este bine studiat mecanismul de actiune si
al altor factori ce pot modula translatia. Spre exemplu sunt
prezentate unele antibiotice si modul lor de blocare a sintezei
proteice la bacterii.

e Cazagamicina — blocheaza initierea translatiei prin legarea ei la

capatul 3' al moleculei 16S, responsabild de interactiunea cu
ARNmM.

e Puromicina — blocheaza sinteza proteinei prin unirea ei la ARNt
in loc de aminoacid.

e Tetraciclina blocheazad legarea aminoacil-ARNt la situsul A al
ribozomului.

e Streptomicina impiedica trecerea de la initierea la elongarea
lantului polipeptidic.

e Cloramfenicolul blocheaza activitatea peptidil-transferazei.

e Eritromicina - blocheaza translocatia ribozomului.

Unele modificari (mutatiile) din structura ARNm pot
cauza dereglari in procesul de translatie. Mutatiile pot fi cauzate
de modificarile din structura ADN transcris sau pot aparea in
ARNmM sintetizat.

Modificarea secventei-lider poate impiedica
recunoasterea si legarea ribozomilor la ARNm.
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Tabelul 10.1.

Factorii de translatie si mecanismul lor de actiune

Procariote

Se uneste la subunitatea 30S si stabilizeazd complexul de

IF-1 o o . . . .
inifiere pana la interactiunea cu alti factori proteici
IE-2 Se uneste la ARNt de initiere si controleaza patrunderea lui
pe ribozom
IF-3 Controleaza unirea corectd a subunitdtii 30S la ARNm
Eucariote
§ elF-2 Activeaza complexul Met-ARNt
2| elF-3 Asigura unirea subunitatii 40S la CAP-ul ARNm
= elE-4A Recunoaste CAP-ul si asigurd denaturarea palindroamelor
din secventa lider a ARNm
Asigura stabilitatea moleculei ARNm s§i previne formareca
elF-4B
buclelor
Este o GTP-aza ce asigura unirea subunitdtii 60S Ia
elF-5 S
complexul de initiere
Previne legarea prematurd a subunitatii 60S la subunitatea
elF-6
40S
Procariote
EF-Tu Mediaza patrunderea aminoacil-ARNt in situsul A
| EF-Ts Asigura hidroliza GTP; regenereazd EF-Tu
% EF-G Asigura translocarea ribozomului
=% Eucariote
L‘—u3 cEF-1a Asigurd unirea aminoacil-ARNt la ribozom; este omologul
EF-Tu
eEF-1By Asigura hidroliza GTP; este omologul EF-Ts
eEF-2 Asigura translocarea ribozomului; este omologul EF-G
Procariote
©| RF-1 Recunoaste codonii STOP UAA si UAG
s| RF-2 Recunoaste codonii STOP UGA si UAA
E RF-3 Asigura specificitatea RF-1 si RF-2.
s Eucariote
= PUNN Mecanism asemandtor ca la procariote; factorii de terminare

sunt Inca putin studiati
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Pierderea/aditionarea unui sau mai multor nucleotide
provoaca decalarea fazei de lectura si modificarea secventei de
aminoacizi in intregul lant, dupa locul de modificare. Substitutia
nucleotidelor poate provoca aparitia codonilor missens sau
nonsens. Mutatiile missens determina inlocuirea unui
aminoacid cu altul. In cazul formarii unor codoni STOP
prematuri (mutatie nonsens), are loc sinteza unor lanfuri
polipeptidice mai scurte. Inlocuirea unui codon STOP cu un
codon sens duce la alungirea lantului polipeptidic.

Numarul de polipeptide sintetizate de pe aceeasi matrifa
ARNmM este determinat de durata de viatd a mesagerului. La
procariote ARNm sintetizat este supus imediat translatiei si are o
duratd de viata de 2-5 min. La eucariote exista mai multe
mecanisme ce asigurd stabilitatea ARNm, care au o durata de
viatd de la 20 min — pana la 48 ore. Unul dintre ele este asociat
cu lungimea secventei poli(A). In plus la eucariote existd
particule RNP ce pastreazdi ARNm. Asocierea ARN cu
proteinele previne degradarea enzimaticd a mesagerului. Date
recente pun in evidentd existenta unor molecule de ARN-
antisens, care se pot lega complementar cu moleculele de
ARNm, blocand astfel degradarea si prevenind translatia
mesagerilor respectivi.

Particularitatile translatiei in mitocondrii

Mitocondriile poseda un aparat propriu de translatie care
include ribozomi proprii (in mediu 70S), ARNt propriu si
utilizeaza ca matritd ARNm transcris de pe ADN mitocondrial.
Procesul de translatie se aseamdna, in linii generale, cu cel
descris la procariote, avand unele particularitati. ARNm este
policistronic si nu este supus CAP-drii sau poliadenilarii. In
mitocondrii existd doar 22 tipuri de ARNt, deoarece al treilea
nucleotid din bucla anticodogend respectd principiul: G
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recunoaste orice pirimidinad din tripletul codogen, iar U - orice
purina.

In mitocondrii sunt sintetizate doar o parte din enzimele
implicate 1n metabolismul energetic. Celelalte proteine
mitocondriale, inclusiv proteinele reglatoare ale replicarii,
transriptiei, translatiei sunt codificate de genomul nuclear,
sintetizate in citoplasma si importate in mitocondrii. De aceea,
biosinteza proteinelor mitocondriale este reglata in mare parte
de activitatea genelor nucleare.

Verificarea cunostintelor:
1. Definiti notiunile: translatie, cod genetic, codon, anticodon,
faza de lectura, situs A, situs P, aminoacil-ARNt-sintetaza.
Care sunt proprietatile codului genetic?
Care sunt componentele aparatului translational?
Prin ce se deosebeste procesul de translatie la pro- si
eucariote?
Care sunt etapele procesului de biosinteza a proteinelor?
Care sunt mecanismele de reglare ale sintezei proteice la
eucariote?

o

oo
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11

TEHNOLOGIA ADN RECOMBINANT

Descifrand enigmele structurii genelor, savantii au
inceput si se preocupe de izolarea si sinteza lor. In urma cu 30
de ani cei care credeau in reusita acestor deziderate erau putini si
nimeni nu banuia explozia actuald a ingineriei genetice §i
consecintele cu adevarat extraordinare pe care le va avea.

Primii pasi au fost facuti de Beckwith si Shapiro, care in
1969 au izolat si fotografiat operonul lactozei. Un an mai tarziu
G. Khorana reuseste sinteza artificiald a primelor gene de
procariote. Cu aceeasi tehnicd se sintetizeazd gena ce codifica
somatostatina — un hormon hipofizar (1977). Dupa descoperirea
transcriptazei inverse se reuseste sinteza altor gene de mamifere
(pentru  hemoglobind, ovalbumind, insulind etc.). Genele
obtinute nu erau insd active, deoarece nu aveau un sistem
propriu de replicare, nici secventele necesare declansarii
transcriptiei §i apoi a sintezei proteinelor pe care le codifica.
Aceste dificultati au fost depasite, introducand genele artificiale
in plasmidele unor bacterii sau virusuri. Pentru insertia genelor
in plasmide se folosesc enzime speciale care taie ADN 1n locuri
specifice — enzime de restrictie (Premiul Nobel, 1978).

Realizarile ingineriei genetice au un mare interes teoretic
si practic incontestabil. Izolarea sau sinteza genelor a dus la
obtinerea artificiald a unor produsi naturali de mare valoare
(insulina, somatostatina, interferonul), dar sperantele justificate
pe care savantii si le pun n acest domeniu sunt mult mai mari.
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Nu este vorba numai de o noud industrie farmaceuticd care sa
producd antibiotice, hormoni, vaccinuri antivirale ci si de
posibilitatile reale de a realiza o terapie cauzalda — terapie
genicd, corectand genele mutante sau inlocuindu-le si rezolvand,
astfel, marea problema a incurabilitatii bolilor genetice.
studierea directa sau indirectd a acizilor nucleici — purtatori ai
mesajului ereditar. Gena de interes poate fi extrasd din
organism, supusa unor modificari structurale, introdusa in alt
organism, poate fi obtinut produsul ei proteic. Toate procedeele
manipularii acizilor nucleici se reunesc in termenul genetic —
tehnica ADN recombinant.
Pentru studiul acizilor nucleici sunt necesare urmatoarele
procedee:
- extragerea si purificarea moleculelor de ADN (sau ARN)
din celule;
- izolarea fragmentului de ADN de interes;
- multiplicarea fragmentelor izolate;
- analiza secventelor de interes (determinarea succesiunii
bazelor, determinarea expresiei, determinarea pozitiei in
genom).

Izolarea acizilor nucleici

Pentru analiza ADN poate fi utilizatd orice celuld
nucleata, indiferent de tesutul din care face parte (de ex., la om
pot fi folosite celulele dintr-o picatura de sange, din saliva, fire
de par, tesut epitelial, etc.).

Pentru 1zolarea fragmentelor de ADN se utilizeaza
metode biochimice care includ lizarea celulelor, denaturarea
proteinelor, inldturarea proteinelor prin prelucrarea cu proteaze,
centrifugarea diferentiata, purificarea cu solventi organici.

Pentru izolarea unei anumite moleculele de ARNm se
utilizeaza celulele tesuturilor in care are loc expresia genei
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respective (de ex., ARNm pentru insulind poate fi izolat doar din
celulele B ale pancreasului; ARNm pentru globine — din celulele
eritroblastilor etc.).

Obtinerea fragmentelor de interes
In ADN genomic secventele codificatoare alterneazi cu

cele necodificatoare. Pentru izolarea fragmentului ADN de
interes pot fi aplicate doua cai:
- direct, prin clivarea enzimatica a moleculelor de =~ ADN

genomic si selectarea fragmentelor de interes;
- indirect, prin obtinerea ADN complementar (ADNCc) pe baza

ARNmM.

Restrictia ADN

Clivarea enzimatica a moleculelor de ADN se efectueaza
cu ajutorul unor enzime de restrictie (ER) care recunosc
secvente specifice dublucatenare, numite situsuri de restrictie.

5 3
Lo & NN THTHC——{CHTHGHCHA » s BHAHEL
i i it 1T
[CHGHCHCHG]S # [Gl—iG]s
5 [GHGHcHCHGHc] G]3 .
g i sl (SHIHI>
[GHCHG CHTHTHARA 5 Ik ULTREY
3{GHCH Gl CHTKTHAHA] I )

Fig. 11.1. Clivarea ADN cu enzime de restrictie. Producerea
fragmentelor cu capete adezive s$i neadezive
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ER sunt enzime intalnite la procariote care, in natura,
sunt responsabile de clivarea ADN-ului exogen (de ex., ADN
virual). SR reprezintd niste succesiuni specifice formate, de
reguld, din 4-6-8 pb ce formeazd palindroame (fig. 11.1).
Secventele respective in ADN-ul gazdei sunt metilate si nu pot
fi recunoscute de ER proprii.

Ca rezultat al actiunii diferitor ER se pot obtine
fragmente de ADN cu capete monocatenare adezive (lipicioase)
sau cu capete neadezive.

ADN-ul din genomul eucariotelor (inclusiv genomul
uman) contine diferite SR dispersate la intamplare de-a lungul
macromoleculei. Utilizdind ER pot fi obfinute fragmente de
ADN cu lungimi diferite. Comparand fragmentele de restrictie
se poate construi harta de restrictie a moleculei de ADN —
localizarea SR pentru diferite restrictaze.

Sinteza ADNCc

Din tesuturi se izoleaza setul de ARNm specific. Pe baza
ARNmM cu ajutorul reverstranscriptazei (ADN-polimeraza-
ARN-dependenta) se sintetizeazd molecule complementare de
ADN (ADNc). ADNc se deosebeste de ADN genomic prin
lipsa intronilor si este identic cu secventa exonilor.

Sinteza ADN complementar include mai multe etape
(Fig. 11.2):

(1) izolarea ARNm;

(2) adaugarea secventelor oligo(dT) care servesc in calitate de
primer pentru polimerizare;

(3) enzima reverstranscriptaza  sintetizeaza o  catena
complementara de ADN pe baza matritei de ARN;
reverstranscriptaza formeaza o bucld la capatul 3' al catenei
ADNC;

(4) hidroliza ARNm;
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(5) sinteza catenei complementare a ADNc, bucla servind in
calitate de primer pentru ADN-polimeraza;
(6) 1inlaturarea buclei cu ajutorul nucleazei S;.

ARNm 5' EARAAR 3

Adaugarea primerului oligo d(T)

5 AEEREA 3

3" T 5
Sinteza catenei complimentare
| ADNc cu enzima revertaza

3
Heteroduplex ARNm - ADNe [ 5° FAARAA 3"
5

Hidroliza ARN

3' -
ADNc monocatenar
; 5

Sinteza ADNc bicatenar cu
enzima ADN-polimeraza

: .

5
Hidroliza buclei cu
nucleaza S1

0 AARAARAATY
ADNc bicatenar
3 T 5

Clonarea ADN
Procesul de obtinere a unui numar mare de copii a
secventei ADN de interes cu utilizarea tehnicilor ADN
recombinant poarta denumirea de clonare. Procesul poate fi
realizat atat in vivo , cat si in vitro (PCR).
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Clonarea ADN in vivo

Clonarea ADN in vivo consta in izolarea unui fragment
de ADN, introducerea lui prin ligare intr-un Vvector si
multiplicarea lui intr-o celula gazda.

Vectorii de clonare sunt molecule de ADN care se
replica independent de cromozomul celular, chiar si atunci cand
sunt introduse artificial in structura lor fragmente de ADN
strain. Pentru replicare vectorul are nevoie de doua elemente:
punctul ORI de initiere a replicarii si gena pentru proteinele SSB
care pregitesc matrita pentru replicare. In calitate de vectori se
utilizeaza plasmidele R, bacteriofagul A, virusul simian SV-40,
cosmidele, cromozomii artificiali bacterieni (BAC), cromozomii
artificiali ai drojdiilor (YAC), etc. Selectarea vectorului de
clonare se face in functie de dimensiunile fragmentului
multiplicat: fragmentele mici de pana la 15 kb pot fi clonate in
plasmide, fragmentele cu o lungime de pana la 50 kb — in
cosmide si bacteriofagi, fragmentele mai mari de 300 kb — pot fi
clonate In cromozomii artificiali BAC sau YAC.

In calitate de gazdd de clonare sunt utilizate: celula
bacteriand (pentru plasmide, cosmide, bacteriofagi, BAC),
celulele drojdiilor (pentru plasmide, YAC), celulele vegetale
(plasmide, virusuri), celulele animale (virusuri). Exista vectori
care se pot replica in mai multe gazde — vectorii naveti.

Moleculele hibride formate din ADN vector si ADN
pentru cercetare poarta denumirea ADN recombinant. Obtinerea
ADN recombinant necesitd urmatoarele procese (fig. 11.3):

- izolarea ADN pentru clonare (o secventd de ADN sau o
gena) si selectia vectorului de clonare;

- clivarea ADN de interes si a vectorului cu aceeasi enzima de
restrictie ce produce capete adezive;

- introducerea secventei de ADN 1n vector prin ligarea
fragmentelor rezultate din digestia cu ER cu ajutorul enzimei
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ADN-ligaza. ADN-ligaza uneste complementar capetele
adezive ale fragmentelor prin legaturi fosfodiesterice.

ADN plasmidic hicatenar ADN peniru clonare

; . | Situs de restriciie
Situs de restrictie '

DIGESTIA CUENZIMA DE RESTRICTIE

l l

~.

LIGAREA

|
 e—

Plasmida recombinati

Moleculele recombinate se introduc in gazda de clonare.
Dupd@ un anumit timp, datorita replicarii independente a
vectorului se obtin copii numeroase ale genei de interes.
Moleculele recombinate sunt izolate din celula-gazda
purificate, dupa care fragmentul de interes se extrage cu
ajutorul aceleasi ER.

Clonele ADN obtinute pot fi utilizate pentru
determinarea structurii primare, cartarea restrictivd, producerea
sondelor moleculare, analiza functiei genelor corespunzatoare,
sinteza proteinelor solicitate (de ex., insulina, somatotropina,
interferonul etc.).
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Amplificarea ADN in vitro

Reactia de polimerizare in lant (PCR - Polimerase
Chain Reaction) reprezinta tehnica de amplificare in vitro a
secventelor de ADN aplicand fenomenul de hibridare ADN-
ADN si proprietatea de replicare semiconservativa. Hibridarea
se produce dupd recunoasterea specifica a unor fragmente
nucleotidice de pe o catend a ADN-ului de interes, de citre niste
secvente scurte de ADN, numite primeri. Primerii initiaza
sinteza catenelor complementare de ADN care se realizeaza cu o
ADN-polimeraza termorezistenta (Taq-polimeraza).

PCR decurge prin succesiunea ciclicd a urmatoarelor
etape (Fig. 11.4):

1. denaturarea ADN prin incélzire la o temperatura ~96°C;
2. legarea primerilor la temperatura de renaturare ~50°C;
3. elongarea fragmentelor complementare la temperatura
72°C.

Aceste etape se repetd de 25-35 ori. Produsele din ciclul
anterior servesc ca matrite pentru sinteza noilor catene (astfel
in I ciclu dintr-o moleculd de ADN de interes se obtin 2
molecule, in ciclul II — 4 molecule, in ciclul 3 — 8 molecule
etc., dupa 30 cicluri se obtin peste 1 mlrd copii).

Biblioteci de ADN

Colectiile fragmentelor de ADN clonate dintr-o celula,
tesut sau organism formeaza biblioteci de ADN. Acestea sunt
utile pentru identificarea genelor solicitate.

Biblioteca genomica

Colectia de clone ce contine cel putin o copie a fiecarei
secvente de ADN al genomului se numeste bibliotecd
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genomica. O biblioteca genomica este utild pentru a gasi si izola
o gena de interes prin screeningul cu sonde specifice.

Bibliotecile genomice se obtin prin doua tehnici:

1. ADN genomic este digerat complet cu o enzima de
restrictie, iar fragmentele rezultate sunt clonate fie printr-un
vector derivat din bacteriofagul A, fie intr-un vector cosmidic.

2. O alta cale este digestia partiala cu ER, care recunosc
secvente de 4 pb. Prin digestie partiald doar o parte din SR este
taiata de ER.

Biblioteci cromozomiale

Dimensiunea genomului uman este atdt de mare, incat
sunt necesare mii de clone pentru a reprezenta intregul genom.
De aceea sunt obtinute biblioteci ADN pentru fiecare cromozom
in parte — biblioteci cromozomiale. Pentru om sunt necesare 24
de biblioteci diferite. Deci, daca o gend este localizata pe un
cromozom cunoscut cu metode genetice, cercetarea va fi limitata
la biblioteca acelui cromozom.

Izolarea cromozomilor este posibila datoritd dimensiunii
si morfologiei diferite ale cromozomilor, care pot fi separati cu
ajutorul citometriei in flux. Acum sunt disponibile biblioteci
preparate din toti cromozomii umani.

Biblioteci de ADNc

Colectia de clone obtinute pe baza ADN complementar
se numeste biblioteci ADNc. Fiind sintetizat pe matrifa
moleculelor de ARNm, ADNc va corespunde numai genelor
aflate in stare de activitate transcriptionald, reproducand doar
genele functionale specifice celulei respective. ~ ADNc este
clonat in wvectori plasmidici sau 1n vectori derivati din
bacteriofagul A. Spre deosebire de fragmentele obtinute prin
digestie cu ER, moleculele de ADNc nu poseda capete adezive,
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de aceea pentru introducerea in vector la moleculele de ADNc
se adauga adaptori care contin capete adezive.

Hibridarea acizilor nucleici

O proprietate naturald a acizilor nucleici este capacitatea
de hibridizare. Hibridarile de acizi nucleici constau di unirea a
doua fragmente monocatenare in structuri bicatenare stabile in
conditii adecvate de temperaturd, concentratie ionicd s§i pH.
Hibridarea este conditionatd de complementaritatea secventelor
de baze azotate, componente ale celor doua catene. Din
complementaritate rezulta si omologia de imperechere.

Tipuri de hibridare:

1. ADN — ADN 1in care sonda este una dintre

monocatenele de ADN;

2. ARN — ADN unde sonda este reprezentata de una din

cele doud catene ale heteroduplexului.

Una din cele mai importante aplicatii ale fenomenului de
hibridizare este obtinerea  sondelor moleculare. Sondele
moleculare sunt fragmente de ADN sau ARN marcate sau nu
(radioactiv), care prin fenomenul de hibridare pot recunoaste in
mod complementar fragmente “de interes”, pe o molecula de
acid nucleic “destinat cercetarii”.

Din punct de vedere aplicativ, sondele nucleare
reprezinta cdile de acces direct la nivelul ADN, acestea putand
detecta unele gene mutante, chiar in stadiul prenatal.

Tipuri de sonde moleculare:

1. sonde “calde” — marcate radioactiv cu izotopi de **P sau *S
care sunt foarte sensibile, dar au o durata scurta de viata si
sunt periculoase pentru cei ce le manipuleazd; se
vizualizeazd prin autoradiografie (impresie pe filmul
fotografic);
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sondele “reci” — fragmente de acid nucleic, marcate cu un
produs chimic neutru: direct, cu enzime sau fluorocromi sau
indirect, cu biotind. Se vizualizeaza in functie de tipul de
marcaj. Desi sunt mai putin sensibile, au avantajul de a fi
inofensive pentru cercetator.

Verificarea cunostintelor:
Definiti notiunile: ADN recombinant, clonare, vector de
clonare, enzima de restrictie, situs de restrictic, ADNCc,
biblioteca ADN, fragmente de restrictie, sonda moleculara,
hibridare.
Care sunt etapele obtinerii genei de interes dintr-o celula?
Ce proprietati au enzimele de restrictie?
Ce vectori de clonare cunoasteti? Prin ce se deosebesc?
Care sunt etapele obtinerii ADNc?
Ce importanta are clonarea ADN?
Care este destinatia bibliotecilor ADN?
In ce consta hibridarea ADN?
In ce scopuri se utilizeazi sondele moleculare?
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TEHNICI DE ANALIZA A GENELOR

Genele reprezintda substratul molecular al ereditatii.
Structura si localizarea genelor in genom controleaza
proprietatile organismului. Ca rezultat al interactiunii
genomului cu diversi factori ai mediului, In ADN se pot produce
mutatii. Mutatia poate modifica metabolismul celular si tisular,
ceea ce conduce la dezvoltarea starilor patologice (boli
genetice). Tehnologia ADN recombinant a creat premisele
dezvoltarii unor metode de diagnostic molecular dotate cu
capacitate de rezolutie, grad de precizie si nivel informativ net
mai superioare celor ale metodelor conventionale. Superioritatea
absoluta a abordarii moleculare rezulta insa din faptul ca spre
deosebire de toate celelalte metode de diagnostic, limitate la
determinarea exclusiva a trasaturilor fenotipice, - analiza ADN,
destinata nemijlocit studiului genotipului este singura in masura
sd obiectiveze alterarile primare (mutatiile) care se fac direct
responsabile pentru starea de boala.

Tehnicile ADN recombinant permit identificarea genelor
normale si/sau a variantelor lor mutante, stabilirea purtatorilor
de gene mutante, diagnosticul prenatal sau presimptomatic al
patologiilor genetice, iar in viitorul apropiat apare posibilitatea
terapiei genice.

Studiul molecular al genelor poate fi realizat pe mai cai
in dependenta de scopul propus:
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1. secventierea ADN pentru determinarea structurii

primare a genei,

2. tehnica Southern-blot pentru identificarea pozitiei

genei in genom.

3. tehnica Northen-blot pentru determinarea expresiei

genelor (analiza ARNm);

4. tehnica Western-blot pentru determinarea produsului

proteic al genei;

5. tehnica PCR pentru identificarea genei normale sau

mutante.

in laboratoarele de biologie moleculard se utilizeaza
diverse variante ale metodelor mentionate.

Pentru separarea fragmentelor de acizi nucleici se utilizeaza
electroforeza macromoleculelor in gel de agarozd sau de
poliacrilamida. Purtand sarcind negativa, moleculele acizilor nucleici
migreaza in campul electric cu viteze diferite, in dependentd de
greutatea moleculard. Fragmentele mai scurte migreaza mai rapid, in
timp ce fragmentele lungi migreazad mai lent. Pentru determinarea
dimensiunilor fragmentelor din gel, concomitent cu fragmentele de
interes sunt supuse electroforezei in trecuri vecine si fragmente-
marker ai lungimii. Moleculele acizilor nucleici pot fi vizualizate in
gel prin colorare cu agenti fluorescenti chimici, sau sunt marcate
radioactiv. In cazul marcirii radioactive fragmentele se identifica cu
ajutorul autoradiografiei care constd in suprapunerea gelului cu un
film fotosensibil.

Secventierea ADN

Analiza secventei bazelor azotate din structura primara a
ADN poate fi realizatd prin doua cai: 1) calea chimica (Maxam-
Gilbert), in care se folosesc reactiile chimice de clivare a ADN-
ului in baze individuale (fig. 12.1), dar fiind o metoda
complicatd si laborioasa, in ultimii ani nu se mai utilizeaza; 2)
calea enzimatica (Sanger) in care ADN-ul este sintetizat in
vitro pe baza matritei ADN studiat, in asa fel incat reactia se
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termina specific in pozitia care corespunde unei baze anumite.
Pentru a determina o secventd de nucleotide pe una din caile
mentionate, ADN-ul este supus seriei de patru reactii separate,
fiecare reactie fiind specificd pentru una din baze. Prin
electroforeza produsii de reactie vor migra in patru curse
paralele, pe acelasi gel. Urmarind bandd cu banda, poate fi
identificata ordinea nucleotidelor in ADN (fig. 12.2).

AN initial monocatenar T+HC € G=4 A=G
4, marcat cu 3’ZP la capatul 5' ®
 TGCACTTGAACGCATGCT
Clivarea chimica specifica
a resturilor cu Adenina

3
— @ TGCACTTGAACGC TGCT

e 1y

= b IR OO0

3
e @-TGCA[:TTGA CGCATGCT!

\\“ 3®=TGCACT¥G ACGCATGCT

S U SRl CAND b b et bttt

3
— “Fyrec crieaaceeATGCT

ELECTROFOREZA

Fragmente Fragmente | 2 F

Gel : .
lral:hl]al:l:lve nemarcate |

Fragmentele se separd prin
electroforezi; doar fragmentele
radioactive vor fi depistate 5
N ®) S.e!:\:enm. deAADN este
cititd de jos in sus
5 TGCACTTGAACGCATGCT 3
1 18

+————— Directia de electroforezi

B

Fig. 12.1. Secventierea ADN prin clivarea chimica
(Maxam-Gilbert)

Tehnica SANGER (dideoxi)

Tehnica Sanger (dideoxi) utilizeaza sinteza enzimatica a
unei catene, complementard cu o matritd clonati. In cadrul
acestei proceduri sinteza este stopatd prin incorporarea unui di-
deoxinucleozid trifosfat - un analog al dezoxiribonucleotidelor.
Dideoxinucleozidtrifosfatii contin in pozitia 3' grupa —H, dar nu
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grupa —OH care impiedica polimerizarea nucleotidelor (fig.
12.2).

Folosind patru analogi dedeoxi diferifi in timpul sintezei
catenei noi de ADN, se poate de identificat fiecare nucleotid
normal din catena matrita. Electroforeza fragmentelor obtinute
permite stabilirea ordinii nucleotidelor in molecula de ADN.

In ultimii ani se utilizeazi o metodd automatd de
secventiere, bazata pe metoda dideoxi.

5 GCATATGTCAGTCCAG 3' ADN
4 [CGTATACAGTCAGGTC 5+ bicatenar

3' CGTATACAGTCAGGTC 5' ADN monocatenar
5 [GCAT] 3
Primer marcat | + ADN-polimeraza
+dATP, dTTP, dGTP, dCTP

[ ddATP l ddTTP l ddC TP ddGTP
GCAT|A GCATIAT GCATIATGTC [CCATIATG
GCATIATGTCA GCATIATGT GCATIATGTCAGTC  [GCATIATGTCAG

GCATIATGTCAGTCCA [GCATIATGTCAGT [GCATIATGTCAGTCC [GCATIATGTCAGTCCAG

| I—f |

PAG—HOPFOACOR0

5
AT C &

Fig. 12.2. Secventierea ADN prin metoda dideoxi (Singer)

In scopuri de diagnostic al purtitorilor de gene normale
sau mutante se compard rezultatele secventierii cu datele
structurii primare normale a genei din bibliotecile de ADN. Spre
regret, nu se cunoaste 1ncd secventa tuturor genelor umane, de
aceea 1n diagnostic se utilizeaza metode indirecte: inlantuirea cu
markeri genetici apropiati (repetitii hipervariabile de ADN mini-
si microsatelitic), determinarea situsurilor de restrictie
caracteristice genei date, hibridarea cu sonde specifice etc.
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Tehnica Southern-blot

Pentru analiza unor gene e necesar sa se
determine localizarea specifica a situsurilor de
restrictie. Aceasta informatie e utila pentru compararea
genelor omoloage ale diferitelor specii, analiza
organizarii intronilor, clonarea intr-un vector a partilor
unei gene. Succesiunea situsurilor de restrictie intr-o
gena poate fi determinata fara a fi necesara clonarea
genei, folosind sonde moleculare (secvente scurte de
ADN monocatenar, marcate radioactiv sau cu agenti
fluorescenti si care sunt complementare secventei de
interes).

Analiza consta din urmatoarele etape:

(1) extragerea ADN genomic cu greutate moleculara
mare din celule;

(2) digestia enzimaticd a ADN-ului cu diferite ER,
fiecare producand fragmente de lungime diferita;

(3) separarea fragmentelor de restrictie prin
electroforeza in gel de agaroza;

(4) denaturarea fragmentelor bicatenare cu o solutie
alcalina;

(5) neutralizarea gelului cu o solutie tampon;

(6) transferul capilar al fragmentelor de ADN pe filtre
de nailon sau nitroceluloza;

(7) hibridarea cu sondele monocatenare radioactive;

(8) autoradiografia pentru vizualizarea hibrizilor
ADN cercetat / ADN sonda.
Transferul pe filtru de nitrocelulozd se realizeazd prin

tehnica_Southern-blot (de la numele inventatorului Edward

Southern) (fig. 12.3).
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Analiza poate determina prezenta sau lipsa unor situsuri de
restrictie caracteristice genei analizate care se asociazd cu
anumite mutatii. Diferentele dintre hartile de restrictie obtinute
de la doi indivizi este numitd Polimorfismul Lungimii
Fragmentelor de Restrictiec (RFLP — Restriction Fragment
Lenght Polimorphism). Acest polimorfism poate fi folosit ca
marker genetic in evaluarea genotipului.

Servetele Filtrul cu

ADN sau ARN ADN transferat

nemarcat
oy

Markeri
moleculari

agarozi
Solutie tampon

SEPARAREA ACIZFILOR TRANSFERUL ACIZILOR
NUCLEICI PRIN . NUCLEICI PE FITRU
ELECTROFOREZA
Pozitia _
markerilor — Benzle
de greutate detectate

Fig. 12.3. Principiile transferului acizilor nucleici pe filtru si hibridarea cu sonde radioactive

(Southern-blot si Northern-blot)

Tehnica Northern-blot

Metoda Northern-blot consta in transferul moleculelor
denaturate de ARN pe filtre de nailon sau nitroceluloza, urmat
de hibridarea cu sonde marcate. Aceastd metoda este similara
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tehnicii Southern-blot cu deosebirea ca ARNm extras si purificat
nu este supus scinddrii cu enzime, iar electroforeza decurge in
conditii de denaturare.

Tehnica Northern-blot permite identificarea transcriptilor
genelor analizate, stabilirea lungimii lor.

Tehnica Western-blot

Aceastd metoda constd in identificarea unei proteine specifice din
amestecul de proteine celulare. Pentru aceasta, proteinele sunt separate prin
electroforeza in conditii de denaturare in prezenta SDS (Dodecil Sulfat de
Sodiu). Proteinele fractionate dupa greutatea molecularad sunt transferate pe
filtre de nailon sau nitroceluloza si supuse tratdrii cu anticorpi specifici
marcati radioactiv sau fluorescent. Prin aceastd metoda se poate identifica
prezenta/lipsa proteinei, dimensiunile ei, rata de expresie a genei.

Tehnica PCR in analiza genelor

Tehnica PCR poate fi utilizatd pentru multiplicarea
selectivda a unei secvente dintr-o gena. Ca rezultat, se obtin
populatii omogene de fragmente care pot fi utilizate in studiile
de in geneticd moleculara sau diagnostic (fig. 12.4, fig. 12.5).
Pentru a realiza amplificarea unei secvente este necesara
cunoasterea structurii genei normale sau mutante si sinteza
primerilor specifici complementari capetelor fragmentului de
interes.  Primerii  reprezintd secvente oligonucleotidice
monocatenare de 20-30 baze care sunt obtinute prin sinteza
artificiala. PCR se bazeaza pe hibridarea ADN cercetat - primer
si replicarea semiconservativa a ADN (Vezi cap. 11).

Avantajele tehnicii PCR sunt urmatoarele: suficienta
cantitatilor mici de ADN, rapiditatea ei (in cateva ore se obtin
milioane copii de ADN), specificitatea primerului permite
amplificarea selectivd a ADN, produsele de amplificare pot fi
utilizate 1n calitate de sonde pentru hibridari in alte tehnici.
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Secventa normala

+

Electroforeza
produselor PCR

(B) Produse de amplificare mai scurte

Fig. 12.5. Utilizarea tehnicii PCR pentru identificarea
deletiilor

Secventa normala
ATGGACTGACCCATGCTTGE
TACCTGACTGGGTACGAACG
] per

ATGGACTGACCCATGCTTGE
A B

ATGGACTGACCCATGCTTGC =i
TACCTGACTGGGTACGAACG
(A) Amplificarea are loc

&
ATGGACTGACCCATGCTTAC
TACCTGACTGGGTACGAATG

=
l PCR
Electroforeza

w
ATGGACTGACCCATGCTTAC produselor PCR

ATGGACTGACCCATGCTTGCE *}

TACCTGACTGGGTACGAATG
£l

(B) Amplificarea nu are loc
Fig. 12.4. Utilizarea tehnicii PCR pentru identificarea
mutatiilor punctiforme cu primeri specifici pentru gena
normald

201



Aplicatiile practice ale tehnicii PCR:

- detectarea mutatiilor cunoscute la bolnavi si purtdtori;

- diagnosticul prenatal si presimptomatic al bolilor ereditare;

- determinarea genelor de predispozitie la bolile comune
(coronaropatii, boala hipertonica, tulburari psihice etc.);

- diagnosticul precoce si evaluarea pronosticului bolilor
canceroase,

- determinarea prenatala a sexului;

- identificarea agentilor patogeni (virusi, bacterii);

- dactiloscopia genomica (identificarea persoanelor);

- analiza filiatiei (paternitate, maternitate);

- tipizarea HLA.

Hibridarea in situ

Hibridarea in situ reprezinta o tehnicd moleculara , in
care o sonda specificd marcatd poate identifica direct pe
preparatele celulare:

(1) un ARNm intr-o celula particulara sau tesut;

(2) o gena pe un anumit cromozom sau fragment de cromozom,;

(3) numarul moleculelor de ARNm in dependenta de perioada
ontogenetica sau tip tisular;

(4) ADN viral;

(5) deletiile cromozomiale submicroscopice;

(6) genele responsabile de producerea cancerului, localizarea si
nivelul lor de expresie.

Din motiv cd sondele marcate radioactiv au unele
dezavantaje (tehnicd laborioasd, pericol pentru sandtate) in
ultimii ani se utilizeazd metoda FISH (Fluorescence In Situ
Hibridization) care utilizeaza sonde fluorescent marcate (fig.
12.6). Metoda FISH este simpla, poate fi aplicatd pe preparate
celulare arhivate, este rapida, nu modificd morfologia celulelor.
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No ok ow

marcate cu ADN

l Hibridarea probei
Ccromozomial

L /S L 7 L/

Prepararea frotiului cu Denaturarea ADN W¥izualizarea la
cromozomii metafaziei cromozomial microseopul cu
fluorescenta

Fig. 12.6. Tehnica FISH

Verificarea cunostintelor:
Definiti notiunile: secventierea ADN, hibridarea acizilor
nucleici, Southern-blot, Northern-blot, hibridarea in situ,
autoradiografie, primeri, sonde moleculare.
Ce tehnici moleculare se utilizeaza pentru studiul acizilor
nucleici?
Care sunt aplicatiile practice ale acestor tehnici?
Care sunt principiile secventieriit ADN?
Care sunt etapele tehnicii Southern-blot?
Care sunt avantajele si dezavantajele tehnicii Southern-blot?
In ce constau aplicatiile practice ale tehnicii PCR?

203



13

CICLUL CELULAR

Organismele vii sunt compuse din celule, a caror crestere
si diviziune necesitd succesiunea programata a unor evenimente
si procese care formeaza ciclul celular. Unele din aceste procese
sunt continue, ca de exemplu sinteza proteinelor sau a lipidelor.
Altele, de exemplu sinteza ADN, din contra, sunt procese
discontinui si depind de procesul de diviziune celulara. Fiecare
ciclu celular cuprinde doud perioade dinamic si calitativ
distincte: interfaza si mitoza (fig.13.1). Se accentueaza ca
procesul multiplicarii celulare are la origine replicarea ADN-
ului cromozomial, replicare care are loc in perioada interfazica
S.

Mitoza

Interfaza Profaza Prometafaza Metafaza Anafaza  Telofaza Citochineza

REEEEEL
< 1:::;:211 D

Fig. 13.1. Etapele ciclului celular
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Interfaza

Interfaza ocupa cea mai mare parte din durata ciclului

celular (90%), constituie perioada in care celula desfasoara o
sustinutd activitate biosintetica (sinteza de ADN, ARN,
proteine), asigurdnd conditiile necesare realizarii diviziunii
celulare. In cadrul acestei etape au fost descrise trei perioade
distincte:

Perioada G1 — perioada presinteticd sau postmitotica, se
caracterizeaza prin:
- intensificarea transcriptiei si a proteosintezei, procese
aproape blocate in perioada mitotica;
- decondensarea cromatinei — proces important pentru
activarea transcriptiei genelor;
- reorganizarea nucleolilor;
- cromozomii  sunt monocromatidieni si  se
caracterizeaza prin set diploid (2n = 2c¢).
Perioada S — perioada sintetica, se caracterizeaza prin:
- replicarea semiconservativa asincrond a moleculelor
de ADN;
- dublarea cantitatatii de ADN ;
- cromozomi bicromatidieni (2n = 4c);
- sinteza simultand de proteine histone si nehistone
implicate in sinteza si compactizarea ADN;
- dublarea centriolilor (fig. 13.2).
Perioada G2 — perioada postsintetica sau premitotica — care
se caracterizeaza prin:
- transcriptia §i sinteza proteinelor cu aceeasi
intensitate ca si in GIl, asigurdndu-se conditiile
necesare intrdrii celulei in mitoza.
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Mitoza si citochineza

Diviziunea celulara debuteaza prin diviziunea nucleard
sau mitoza, se incheie cu diviziunea citoplasmei sau
citochineza.

Mitoza si citochineza ocupd o scurtd perioadd de timp
(10%) din durata desfasurarii ciclului celular, numita perioada
mitotica (M). Mitoza, odata declansata, este un proces continuu.
Dar pentru studiu si descriere, a fost Tmpartita in patru etape:
profaza, metafaza, anafaza si telofaza.

Profaza. Se caracterizeaza prin prezenta in nucleu a
cromozomilor bicromatidieni (2n=4c). Aceste cromatide, unite
la nivelul centromerului, reprezintd imaginea citologica a
procesului chimic de replicare a ADN-ului. Cromozomii se
condenseaza puternic, se ingroasa si devin vizibili. Pe ambele
parti ale centromerilor se maturizeaza cate un Kinetocor. La
sfarsitul profazei nucleolul dispare iar membrana nucleara
disociazda. Concomitent se organizeaza aparatul de diviziune:
centriolii se deplaseaza spre polii opusi ai celulei, se formeaza
fusul de diviziune prin asamblarea microtubulilor.

Fig. 13.2. Ciclul centriolilor
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Metafaza. Firele fusului de diviziune unesc centriolii si
cromozomii prin intermediul kinetocorilor. Cromozomii sunt
dispusi in plan ecuatorial, formand placa ecuatoriala. La aceasta
fazd cromozomii sunt maximal condensati si prezintd forma
optima pentru studiul citologic.

Anafaza. Incepe prin clivarea longitudinali a
centromerului  fiecarui cromozom, separarea celor doua
cromatide surori si migrarea lor simultand spre polii opusi ai
celulei (fig. 13.3). La aceastda fazd cromozomii devin
monocromatidieni, iar celula are un set tetraploid de cromozomi
(4n = 4c).

Jumitate de fus de diviziune
Directia de migcare I p . Microtubul al kinetocorullui
a tubulinei e Microtubul polar
Microtubul astral

»
[
L
[
L
k.
[
L
F:

A

_ Kinetocor
Dezasamhlarea Polimerizarea
microtubulilor microtubulilor Capitul plus al ~ Capétul minus al
la poli la centru microtubulului microtubulului

Fig. 13.3. Mecanismul miscdrii filamentelor fusului de diviziune

Telofaza. In telofazi se incheie migrarea cromozomilor
fii catre polii celulei, fiecare pol continand 2n cromozomi
monocromatidieni  (set  diploid). Incepe decondensarea
progresivd a cromozomilor si revenirea la starea cromatinei
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interfazice a materialului ereditar. Fibrele fusului acromatic
disociaza. Se reasambleazd membrana nucleard in jurul fiecarui
grup de cromozomi. Reapar nucleolii.

Citochineza defineste fenomenul de diviziune, in care
are loc separarea masei citoplasmatice in doua jumatati si a
organitelor citoplasmatice in cele doud celule. La celulele
animale diviziunea citoplasmatica se realizeaza prin clivare.

Fiecare celula fiicd mosteneste in urma citochinezei un
set de componente celulare. Deoarece, cu exceptia nucleului,
organitele celulare nu se pot duplica in absenta unei copii
preexistente, in celula parentald are loc dublarea constituentilor
celulari Tnaintea declansarii citochinezei. Duplicarea organitelor
celulare se realizeaza prin mecanisme diferite. Mitocondriile
cresc si se divid prin fisiune semiautonom. Aparatul Golgi si RE
se fragmenteaza in vezicule din care vor fi constituite noile
organite celulare, in timp ce ribozomii se multiplicd prin
asamblarea elementelor constituente (ARNr si proteine
ribozomale). Se apreciaza ca celula nu dispune de un mecanism
specializat de distribuire a organitelor celulare, astfel 1ncat
celulele fiice nu sunt identice dupa continutul citoplasmatic.
Totodata replicarea ADN in interfaza si mitoza asigura formarea
celulelor identice genetic atat intre ele cat si cu celula mama.

Diviziunea mitotica std la baza inmultirii celulelor
somatice, asigurd cresterea organismului pluricelular, determina
biomasa organismului §i regenerarea tesuturilor.

Reglarea ciclului celular

Durata_ciclului_celular este variabila in functie de
specie si tip celular, ba chiar si pentru celulelr aceluiasi tesut.
Exista celule in organism care se divid foarte rapid, parcurgand
intregul ciclu celular in 8 ore, pe cand altele se divid rar, cu
ciclul celular de 100 zile sau chiar mai mult. La eucariotele
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superioare ciclul celular dureaza 10-25 ore, din care diviziunea
celulard dureaza o ora. Perioada G1 are durata cea mai variabila,
in timp ce perioada S este cea mai constantd pentru un anumit
tip celular.

Dupa ce au depasit perioada G1, timpul necesar pentru
perioada S si G2, deci pana la inceputul diviziunii este foarte
constant pentru diferite celule. De acea s-a introdus notiunea de
punct de restrictie (punct R) pentru momentul imediat, urmat
de sfarsitul perioadei G1, care trebuie depasit pentru ca celula sa
poata parcurge etapele urmatoare ale ciclului celular (fig. 13.4).

Un alt punct de restrictie se afla spre sfarsitul perioadei
G2. Inhibarea sintezei proteinelor in aceastd fazd Tmpiedica
intrarea celulei in mitoza. Se considerd cd o proteinkinaza
solubila (o enzima ce catalizeaza fosforilarea proteinelor) este
activatd spre sfarsitul perioadei G2 si actioneaza asupra
proteinelor din lamina nucleara si asupra histonelor HI.
Fosforilarea  proteinelor din lamina nucleard induce
dezasamblarea 1invelisului nuclear, pe cand fosforilarea
histonelor H1 produce condensarea cromozomilor, fenomen
caracteristic mitozei.

Reglarea succesiunii evenimentelor ciclului celular

Acuratetea proceselor de replicare si segregare a ADN
depinde de succesiunea evenimentelor ciclului celular intr-0
ordine strictd, astfel incat, declansarea unui nou eveniment sa
survind doar in urma incheierii complete a evenimentului
precedent.

Existd mecanisme i factori reglatori, ce controleaza trei
evenimente cheie ale ciclului celular:

- initierea sintezei ADN  este controlatd de complexul
activator al perioadei S;
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- derularea replicarii

materialului

genetic nuclear este

controlat de alt factor — semnal de intirziere a perioadei

mitotice;

- declansarea procesului mitotic, in care are loc segregarea
materialului genetic, este dirijata de factorul de activare a
mitozei (M-phase promoting factor: MPF).

Factorii de crestere

S-au descris mitogene specifice ca:

eritropoietina,

factorii de crestere ai unor celule (nervilor, fibroblastelor),
poliamine (putrescina), hormoni (in special estrogenii). Exista si
factori tisulari, care inhibd diviziunile celulare cum sunt
chalonele (peptide sau glicoproteine) (tab. 13.1).

Tabelul 13.1. Factorii de crestere si actiunea lor asupra

celulelor tinta

FACTORII DE CRESTERE

ACTIUNEA ASUPRA CELULELOR TINTA

Factorul de crestere
epidermal — EGF

Stimuleazd proliferarea mai multor tipuri
celulare

Factori de crestere de tip
insulinic — IGF1, IGF2

Stimuleaza proliferarea adipocitelor si a
celulelor din tesutul conjunctiv

Factorul de crestere a
fibroblastilor — FGF

Stimuleazd  proliferarea:  fibroblastilor,
celulelor endoteliale si mioblagtilor

Factorul de crestere neuronal
— NGF

Induce crestere axonald si Vviabilitatea
neuronilor simpatici $i senzori

INTERLEUKINA 2 —1L2

Stimuleaza proliferarea limfocitelor T

INTERLEUKINA 3 - IL3

Stimuleaza proliferarea celulelor Stem si a
majoritatii celulelor precursoare ale multor
celule diferentiate

ERITROPOIETINA

Stimuleaza proliferarea celulelor precursoare
ale eritrocitelor

Factori de stimulare a
coloniilor granulocitare — G-
CSF

Stimuleaza proliferarea: celulelor
precursoare ale macrofagelor si
granulocitelor, neutrofilelor

Factori de stimulare a
coloniilor de macrofage —
M-CSF

Stimuleaza proliferarea celulelor precursoare
ale macrofagelor si granulocitelor
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Competitia celulelor pentru factorii de crestere mentine
constantd densitatea populatiei celulare. In momentul in care
densitatea populatiei celulare depaseste 0 Vvaloare prag,
concentratia factorilor de crestere scade si In consecinta
diviziunea celulara este oprita.

Ciclinele

Descoperirea  ciclinelor si a  protein-kinazelor
dependente de cicline (cdk) a permis interpretarea corecta a
mecanismelor ce regleaza ciclul celular.

Ciclinele reprezinta un grup restrans de proteine a caror
sintezd se realizeazd intr-un mod dependentd de perioadele
ciclului celular. Ele activeaza cdk, formand cu acestea complexe
ce prezintd activitate kinazicd. Pe parcursul formarii
complexelor, ciclinele induc modificari conformationale si de
locatie a cdk ceea ce confera acestora specificitate in folosirea
diferitelor substraturi. Specificitatea activitafii catalitice a
complexelor ciclina /cdk sta la baza parcurgerii de catre celuld a
ciclului celular.

Evenimentele ce marcheaza intrarea celulei in perioada
mitoticd sunt rezultatul fosforilarii directe sau indirecte a unor
proteine de catre MPF. Prin fosforilarea laminelor nucleare,
MPF declangseazd dezorganizarea membranei nucleare.
Fosforilarea histonei H1, proces ce initiazd condensarea
cromatinei, este catalizatd de proteinkinaza, enzima activatd prin
fosforilare de catre MPF. Se considerd ca un mecanism indirect
similar de fosforilare std la baza asamblarii fusului de diviziune.
Ciclinele si protein-kinazele dependente de cicline constituie
componentele motorului ciclului celular (fig. 13.4).

Ciclinele se clasifica in trei grupe (fig. 13.5):

1. ciclinele perioadei G1 — ciclinele D si E;
2. ciclinele perioadei S — ciclina A,
3. ciclinele perioadei G2 — ciclina B.
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ciclina B
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Fig. 13.4. Reglarea ciclului celular

el

cdl<2-ciclina E

cdlxd-ciclina D1, cdlx2-ciclina A cdll-ciclina A

D2, D3 cdkl -ciclina B
Punct de
restructie

Fig. 13.5. Activitatea ciclinelor in ciclul celular
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Gene implicate in controlul ciclului celular

Organismele multicelulare si-au dezvoltat sisteme
complexe de comunicare intre celulele care le alcatuiesc. Prin
intermediul acestor sisteme se asigurd reglarea dezvoltarii si
organizarii tesuturilor, controlul cresterii si proliferarii,
coordonarea activitatii celulelor, tesuturilor si organelor. Sunt
descrise doua clase principale de gene care codificd proteine
implicate in reglarea ciclului celular: protoncogenele si genele
supresoare de tumori (antioncogene).

Protooncogenele reprezinta o clasd eterogena de
secvente de ADN, aflate in celulele normale, ale caror functii se
exercitd 1n cadrul proceselor de crestere, proliferare si
diferentiere celulara. Acestea codifica factori de crestere,
receptori ai factorilor de crestere, cicline si alti mitogeni.
Protooncogenele sunt active in celulele embrionare, iar la adult
— doar in celulele tesuturilor proliferative (celulele epiteliale,
celulele hematopoezei). Prin mutatii, eveniment accidental,
protooncogenele se pot transforma in oncogene (de ex., c-bcl, c-
myc, c-ras, c-jun etc.). Oncogena este, deci, forma anormala,
activatd, a unei protooncogene, care se caracterizeaza prin
capacitatea de a induce si/sau promova proliferarea anormala (in
exces) — caracter specific celulelor canceroase.

Genele supresoare de tumori (GST) au roluri cruciale in
fiziologia celulelor. Produsii lor proteici alcatuiesc retele de
semnalizare intracelulare cu functii diametral opuse celor pe
care le indeplinesc retelele formate din proteinele codificate de
protooncogene. GST functioneazd inhiband proliferarea si
diferentierea celulard. Unele GST codifica factori proteici ce
controleazd replicarea si reparatia ADN si stopeaza intrarea
celulei Tn mitoza atat timp cat aceste procese nu iau sfarsit.
Pierderea sau inactivarea GST (de ex., prin hipermetilarea unor
secvente ADN reglatoare ale unor unitdti transcriptionale)
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confera celulelor capacitatea proliferarii autonome (de ex., p53,
Rb).
Adeziunea celulard
La majoritatea celulelor organismelor vertebrate,
formarea adeziunilor intercelulare si celula-matrice este o
conditie importantd in depasirea punctului de restrictie. Dupa
intrarea in perioada sintetica, pana la incheierea mitozei, celulele

pierd partial legaturile ce le stabilizeaza in tesut si se rotunjesc
(fig.13.6).

//k
gy ow
® —X

Celulitn interfazi Celuldin diviziune

Fig. 13.6. Configuratia celulelor in diferite etape
ale ciclului celular

S-a constatat ca celulele cultivate in suspensie, supuse
unei agitdri permanente, devin sferice si isi pierd capacitatea
proliferativd, fenomen numit dependentd de ancorare a
diviziunii celulare.

Evolutia celulelor dupa diviziune

in dependenti de perioada ontogenetica si tipul tesutului
dupa diviziune celulele pot avea o evolutie diferitd, controlatd
genetic. Celulele tesuturilor proliferative se divid intens,
producand populatii noi de celule. Alte celule parasesc ciclul
celular pentru o diferentiere (specializare) terminald si raman
intr-o perioada de activitate metabolica de sustinere Go. Celulele
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care si-au epuizat programul de supravietuire sunt eliminate din
tesut prin apoptozd. Pe langd proliferare si diferentiere, in
organism, celulele a caror functie este epuizata, sunt inlaturate si
inlocuite de celule tinere. Procesul de inldturare este un proces
fiziologic si a fost denumit apoptoza Ssau moarte celulara
programatd.

Diferentierea celulara

Toate celulele unui organism pluricelular pornesc de la o
celulda zigot cu setul de gene capabil sd asigure cresterea si
dezvoltarea unui organism complex format din diferite tesuturi.
Replicarea ADN si mitoza asigurd transmiterea aceleasi
informatii genetice tuturor celulelor care vor rezulta din
diviziunea zigotului. In diferite perioade ontogenetice celulele
isi modificd aspectul, compozitia si ca rezultat — functiile.
Diferite celule se deosebesc intre ele prin setul de proteine
necesare pentru activitatea celulei si setul specializat de proteine
necesare pentru indeplinirea unor functii specifice tesutului dat.
De exemplu, in celulele dermului se sintetizeaza keratina, in
eritrocite — hemoglobina, in celulele intestinului — fermenti
digestivi, in celulele retinei — opsine etc. Continutul diferentiat
de proteine in diferite celule este determinat de expresia
diferentiatd a genelor in timp si spatiu. Astfel, diferentierea
celulard este determinatd de “conectarea” sau “deconectarea”
unor gene cu expresie diferentiata in timp si spatiu.

Apoptoza

Homeostazia tisulard necesita un echilibru intre moartea
si proliferarea celulard. In general, sinuciderea celulari este
activatd pentru a elimina selectiv celulele devenite indezirabile
(“nedorite”). Acestea pot fi: celule lezate sau senescente
(polinucleare acumulate la nivelul situsului inflamator), celule
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recunoscute ca strdine sau preneoplazice (a caror apoptoza este
indusa de celule citotoxice) sau celule care au pierdut contactul
cu mediul lor inconjurator (de exemplu, celulele epidermice,
care au migrat, in urma unui traumatism in tesutul subcutanat),
sau celule in exces care intrd in competitie cu alte celule pentru
un semnal inhibitor.

S-a demonstrat ca apoptoza are loc in:

- cursul dezvoltarii normale a embrionului;

- regresia organelor la larve in timpul metamorfozei;

- pierderea celulelor din spatiul interdigital al manii la
embrionul uman;

- eliminarea celulelor senescente sau lezate din tesuturi;

- eliminarea celulelor transformate (canceroase);

- in sistemul imun - prin apoptoza se realizeaza indepartarea
unor clone limfocitare si selectia altora.

Fiecare celuld primeste multiple semnale (hormoni,
citokine) prin intermediul receptorilor specifici. Aceste semnale
pot induce intrarea celulei in ciclul celular sau in apoptoza. De
exemplu, glucocorticoizii sau ionoforul de Ca** induc apoptoza
in timocite. Acest proces este inhibat prin activarea protein-
kinazei C de catre un ester forbol sau de catre IL1. Alterarea
unui receptor specific ar putea determina aparitia unei clone
maligne, dezechilibrand aceastd relatie 1intre semnalele
inductoare si represoare ale apoptozei si ale proliferarii.

Caracteristica esentiala a apoptozei este reprezentatd de
clivajul  ADN  dublu—catenar la  nivelul linker-ilor
intranucleozomici (fig.13.7).

Modificarile din nucleu ce afecteaza 1n principal
moleculele de ADN, sunt produse in urma activarii sau inductiei
unei endonucleaze care este dependentd de ionii de Ca?* si
Mg?*. Aceastd enzimi este prezentd in mod constitutiv, in unele
tipuri de celule (timocitele din cortex), insa ea apare indusa in
alte tipuri de celule. Aceastd endonucleaza cliveaza ADN
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internucleozomal, dand nastere la o serie de fragmente formate
din 180-200 perechi de baze.

STIMWTTLI

\ 4

\ 4

ACTIVAREA ENDONUCLEAZELOR
SLSAU
MODIFICARI ALE CROMATINEI

v

FRAGMENTAREA INTERNUCLEOSORMATL A
A ADN

v

FRAGMENTAREA NUCLEARA
(KARY ORHEXIS)

FRAGMENTAREA CELULARA
(CORPI APOPTOTICT)

Fig. 13. 7. Schema evenimentelor din apoptoza

Dupa clivarea ADN urmeaza fragmentarea nucleului
urmata de fragmentarea celulei si formarea corpilor apoptotici.
Acestia sunt fagocitati de celulele vecine sau de limfocte.
Fagocitarea corpilor apoptotici se realizeaza in urma
recunoasterii de catre celulele fagocitare a noilor molecule, care
sunt expuse pe suprafata membranei corpilor apoptotici (de ex.,
glicani bogati in reziduuri de N-acetil- glucozamini). in
mecanismul declangdrii acestui proces au fost identificate o serie
de gene. Din categoria acestor gene s-a demonstratrolul a doua
grupuri principale: oncogenele (myc, ras, bcl-2) si unele gene

217



supresoare ale cresterii tumorale (p53) care pot fi implicate in
initierea sau blocarea apoptozei.

Unele proto-oncogene (c-bcl-2) blocheaza specific
moartea fiziologicd a celulei (apoptoza). Supraexpresia
oncogenelor mutante c-ras poate produce acelasi efect blocant,
chiar daca celulele au fost expuse la diferiti factori de crestere,
la care ele sunt sensibile si care in conditii normale ar fi condus
la moartea lor prin apoptozi. In schimb, gena supresoare a
cresterii tumorale, p53, are un efect opus, ea induce apoptoza in
celulele susceptibile.

Rep ararea
ADN

APOPTOZA

Fig. 13.7. Reglarea apoptozei

Apoptoza §i senescenta

In timpul imbatranirii (senescentei), s-a observat in
majoritatea organelor o scddere a numadrului de celule, ca
rezultat al incetinirii ritmului de crestere a celulelor si al
eliminarii lor prin apoptoza. Acestea ar putea fi consecinte ale
unei deficiente de factori de crestere, a unor anomalii de
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transmitere a semnalelor inter- si intracelulare si a modificarii
ciclului celular. Apoptoza intervine in eliminarea celulelor
senescente alterate. Daca apoptoza este perturbata, poate fi
antrenatd eliminarea celulelor sanatoase si pastrarea celulelor
anormale.

Deci, in cursul imbatranirii apoptoza ar permite
eliminarea celulelor cu functionare deficitara — apoptoza
normala. Mecanismele reglatoare ale apoptozei ar fi activate de
catre o leziune celulara incompatibila cu supravietuirea celulei.

In alt caz, activarea acelorasi mecanisme va avea drept
consecinta disparitia celulelor normale — apoptoza abuziva. De
exemplu, diminuarea progresiva a sintezei anumitor factori de
crestere si/sau de supravietuire o datd cu varsta nu ar permite
mentinerea decat a unei populatii celulare din ce in ce mai
redusa numeric.

In alte cazuri, mecanismele de control ale apoptozei ar fi
ele Insesi afectate de Imbatranire si activarea lor ar putea
determina deletia neadecvatd a celulelor normale — apoptoza
aberantd. Activarea inoportuna si/sau disfunctia mecanismului
apoptotic ar contribui la moartea celularda in exces, fenomen
caracteristic senescentei.

Verificarea cunostintelor:
1. Definiti notiunile: ciclu celular, mitoza, interfaza, kinetocor,
punct de restrictie, cicline, factor de crestere, apoptoza.
Care sunt perioadele ciclului celular?
Ce procese au loc in interfaza?
Care este durata ciclului celular?
Ce factori controleaza evenimentele din interfaza?
Ce factori induc mitoza?
Care este rolul biologic al mitozei?
Care este soarta celulelor dupa diviziune?
In ce consti rolul biologic al apoptozei?

CoNOOREWN
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RECOMBINAREA GENETICA

Prin recombinare geneticd se defineste fenomenul
producerii unor combinatii genetice noi prin rearanjarea,
reasortarea sau redistributia materialului genetic cuprins in doua
unitati genetice diferite.

Recombinarea geneticad este un proces general in naturd
si reprezintd una din cheile mecanismelor prin care se formeaza
noi indivizi, proces important In selectia naturald. Mecanismele
de recombinare geneticd sunt diferite la procariote si eucariote.

Recombinarea genetica la eucariote
La eucariote recombinarea materialului genetic este
asiguratd in general de procesele legate de inmultirea sexuata si
de fenomenele de transpozitie (vezi cap. 8). In dependenta de
cantitatea de material implicat in recombinare deosebim:
- recombinare genomicd — recombinarea materialului ereditar
in procesul fecundatiei,
- recombinarea intercromozomicd — asortarea independenta a
cromozomilor neomologi 1n anafaza I a meiozei;
- recombinarea intracromozomica — recombinarea genelor
intre cromozomii omologi in procesul crossing-overului;
- recombinarea prin transpozitie — inserarea secventelor
scurte de ADN intr-un loc nou in acelasi sau alt cromozom.
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Recombinarea genomica

Eucariotele superioare se caracterizeazd printr-un
mecanism particular de inmultire — inmultire sexuatd, la care
participd doud celule specializate - gametii. De regula, gametii
sunt de origine diferitd (maternd si paternd). Contopirea
gametilor haploizi poarta denumirea de fecundare, iar celula
rezultata ce contine materialul genetic al ambilor gameti - zigot.
Participarea gametilor (unui organism) la fecundatie este
aleatorie, asigurand formarea diferitor tipuri de zigoti, ceea ce
reprezintd recombinarea genomicd.

Fuziunea celor doi gameti haploizi reface setul diploid
de cromozomi, caracteristic speciei. Mitozele succesive ale
zigotului duc la cresterea si dezvoltarea organismului
pluricelular. Incepand cu zigotul toate celulele somatice vor
avea cromozomii in perechi de omologi identici ca morfologie si
structura genica, dar diferiti ca origine.

Recombinarea intra- si intercromozomicd

La animale formarea gametilor are lor in gonade. Din
celule precursoare (gametogonii), care sunt celule cu set diploid
de cromozomi si sunt identice genetic cu zigotul, se formeaza
gameti haploizi. Procesul de maturizare a gametilor este
reprezentat de meiozd. Meioza este un mecanism complex ce
implicd desfasurarea succesiva a doua diviziuni, care se termind
cu Injumatatirea setului de cromozomi in celulele fiice. Din
fiecare celuld cu un set de 2n (set diploid) cromozomi se
formeaza 4 gameti cu cate In (set haploid) de cromozomi —
proces invers fecundatiei. Gametii rezultati din meioza sunt
produsi ai recombindrii inter- §i intracromozomice. Aceste tipuri
de recombinare au loc in diferite etape ale meiozei.

Meioza este precedatd de o interfaza premeiotica in care are
lor replicarea ADN. Intre cele doud diviziuni existd o perioada scurti
— interkineza — in care nu are loc replicarea ADN.
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I diviziune meiotica — diviziunea reductionala

Diviziunea  reductionald  este  responsabild  de
injumatatirea setului de cromozomi §i de recombinarea inter- si
intracromozomica.

Profaza |

Profaza I a meiozei reprezintd cea mai importantd si
complexa faza, in care are loc conjugarea cromozomilor si
recombinarea intracromozomica. Aceastd faza este divizatd in
cinci etape in care are loc condensarea continua a cromatinei si
formarea aparatului de diviziune.

Leptotenul (leptonemul) — cromozomii bicromatidieni
se condenseaza, devin vizibili si au aspectul unor filamente
subtiri.

Zigotenul (zigonemul) — reprezinta momentul-cheie in
care are loc conjugarea cromozomilor omologi (perechea de

cromozomi identica dupa

Cromozomul Cromozonal lungime, forma,
matern paterm structura, dar de origine
diferitd — unul matern si
altul patern). Conjugarea
omologilor are loc
centromer - la centromer,
telomer — la telomer,

gend alelda — la gena

alela, formand bivalenti

sau tetrade (doi

cromozomi omologi

bicromatidieni) (fig.

14.1). Procesul

conjugdrii este facilitat

_ _ - de complexul
Fig. 14.1. St;z:::g;:)blvalentulul Sinaptonemal, format

din  proteinele  axului
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cromozomic, care asigura apropierea cromatidelor i
stabilizeaza tetradele.

Cromozomii X si Y, nefiind omologi, in timpul
conjugdrii se unesc prin capetele lor, formand un bivalent
“vezicula sexuald”.

Pachitenul (pachinemul) — se caracterizeaza prin
schimbul reciproc de fragmente intre cromozomii omologi —
crossing-overul, care reprezintd recombinarea intracromozomica
a materialului genetic. Astfel, fiecare dintre cromozomi va
contine material genetic de la ambii parinti, iar noua combinatie
de gene va fi transmisa generatiilor urmatoare.

Un rol Axe proteice
important in odul de (elemente laterale)
realizarea
crossing-overului
il are complexul
sinaptonemal  in
cadrul caruia se

formeaza un

complex catalitic : ;

multiproteic - ) Proe—
nOdU I de “ Hlement central

recombinare,

. Cromatina cr tidelox Cr tina cr tidelor
responsabil de  suroril si2 (paterne) surori 3 gi 4 (materne)
rupe_rea $1 Fig. 14.2. Complexul sinaptonemal
reunirea

incrucisata a fragmentelor omoloage (fig. 14.2).

Diplotenul (diplonemul) — reprezinta faza in care
cromozomii omologi Incep sda se separe unul de altul prin
dezorganizarea complexului sinaptonemal. Omologii rdman
uniti in punctele, in care a avut loc crossing-overul, formand
chiasme (fig. 14.1). Numarul chiasmelor coincide cu numarul
nodulilor de recombinare.
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Diachineza se remarca prin fenomenul de terminalizare
a chiasmelor — deplasarea chiasmelor spre extremitatile
cromozomilor. Bivalentii raiman uniti doar prin capete.

LEPTOTENUL

Cromatida 1 \_/{)\gml

| Cromatida 2

Cromatidele
surori
paterne

Cromatidele | Cromatia 3\ fied)

SUrorl AN
il
Taterne Cromatida 4 wﬂm: (i

DIPLOTENUL $I
DIACHINEZA

Fig. 14.3. Succesiunea principalelor evenimente din profaza I

La sfarsitul profazei I au loc urmatoarele procese:
disocierea anvelopei nucleare, maturizarea kinetocorilor (cate
un singur Kinetocor pentru fiecare cromozom),  unirea
bivalentilor la fusul de diviziune.

Metafaza |

In metafaza I are loc aranjarea bivalentilor in plan
ecuatorial,  formand  placa  metafazica. ~ Centromerii
cromozomilor omologi sunt orientati spre poli opusi. La sfarsitul
metafazei I are loc disocierea chiasmelor terminale si eliberarea
cromozomilor omologi din bivalent (fig. 14.4).

Anafaza |

Anafaza I se caracterizeaza prin disjunctia cromozomilor
omologi din bivalent i migrarea cromozomilor bicromatidieni
spre polii celulei (fig. 14.4). Spre fiecare pol migreaza cate un
cromozom din fiecare pereche (la om se formeaza 23 bivalenti,
astfel la fiecare pol ajung céate 23 cromozomi bicromatidieni).
Cromozomii materni §i cei paterni segregd independent unii de
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Metafaza [
meiotici

c ma — kinetocor

DISJUNCTIA
CROMOZOMILOR
OMOLOGI

La fiecare ceniromer se
maturizeaza cite un singur

DUPA O INTERFAZA SCURTA

ARELOC REORGANIZAREA

KINETOCORILOR

CROMATIDELOR SURORI

Metafaza IT
meiotici

i poli opusi

DISJUNCTIA
CROMATIDELOR
SURORI

14.4.
a cromozomilor in meioza

Fig.

Kinetocorii cromatide lor
| surori suni orientati spre

Mecanismele de disjunctie
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altii, 1incat are loc o
combinare independentd a
cromozomilor neomologi —
recombinare
intercromozomicd.
Numarul de combinatii
posibile poate fi 2" (la om
2%3= 83886068 combinatii).

Telofaza |
in telofaza I
cromozomii bicromatidieni

se gasesc la polii celulei si
are loc decondensarea lor
partiald; se reorganizeaza
membrana nucleard, iar prin
citikinezd se formeazd doi
gametociti secundari cu set
haploid de cromozomi
bicromatidieni.
Diviziunea 11 -
diviziunea ecvationala

Dupa interkineza
scurtd, are loc diviziunea
ecvationala in ambele
celule rezultate din |
diviziune. Diviziunea Il este
asemanatoare cu mitoza si
asigurd repartizarea egala si
identica a cromatidelor in
celulele gameti (fig. 14.4).



Mecanismul molecular al crossing-overului

In procesul crossing-overului participa doud molecule
omoloage de ADN, care sunt apropiate fizic prin intermediul
complexului sinaptonemal. Recombinarea are loc intre secvente
inalt specifice si se bazeaza pe principiul complementaritatii.
Este un mecanism foarte precis si se efectueaza cu o acuratete
stricta.

Procesul de recombinare necesita ruperea duplexelor de
ADN, formarea monocatenclor si reunirea Incrucisata a
secventelor complementare. Ca rezultat al 1Incrucisarii
moleculelor, se formeazd o configuratie cruciforma specifica,
numita structura Holliday (fig. 14.5).

Ruperea
. B C catenelor A B C
A B vl AN b C
_ﬂ__“_E_“_:::;é: —jé_iw_?:::;::gE
“a b C a b c
A B C /
AN h c
_a B <.
“a h [
A C A C
A N\ .s
B R, B
h\\ \\*
e e P, (4p 4+—-
Ixa/""‘\\\ //f?\
2 il 1
a NG o8 .
4 R . -
“a C™ C a
Clivare p‘/
A B C B __c
& w7 ¢ = b T
.a B c. a B L
"a B c© Ta T n C

Recombinare "patch™ -
formarea heteroduplexelor

Recombinarea "splice™ -
schimb reciproc de fragmente

Fig. 14.5. Modelul Holliday de recombinare
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In dependenti de modul de tiiere a acestei structuri se
pot obtine molecule recombinate de ADN de doua tipuri:

(1) molecule recombinate cu secvente heteroduplexe

(numai una din catene este recombinatd);

(2) molecule recombinate, prin schimb reciproc de

fragmente bicatenare.

Crossing-overul nu este un proces obligatoriu la toate
eucariotele (de ex., la masculii dipterelor el n-a fost inregistrat).
Mecanismul molecular de reglare, inclusiv proteinele implicate
nu sunt deocamdatd bine studiate. S-au gasit omologii intre
unele proteine participante la crossing-over cu proteinele de
recombinare la E.coli.

Recombinarea genetica la procariote

La procariote existd mai multe tipuri de recombinare
genetica, bazate pe proprietatea ADN de a forma heteroduplexe
si capacitatii de a insera fragmente straine de ADN.

Recombinarea naturala se produce atunci cand doua
molecule de ADN omoloage sunt prezente in aceeasi celula. La
bacterii recombinarea geneticd generald se efectueaza prin
transferul unor fragmente de ADN de la o celuld la alta prin
fenomenele de transformare, conjugare, sau prin transductie
(vezi cap. 5).

Recombinarea prin transpozitie se caracterizeaza prin
inserarea unor noi secvente de ADN 1intr-o moleculd—gazda fara
existenta omologiei intre secventele implicate (vezi cap. 8).

Recombinarea situs-specificd se realizeazd intre
succesiuni specifice de nucleotide ale moleculelor de ADN
bacterian si ADN fagic. Conditia pentru realizarea recombinarii
este prezenta secventelor omoloage in ambele molecule si a unui
complex enzimatic particular care asigurd recunoasterea
secventelor implicate in recombinare.
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Mecanismul molecular al recombinarii la E.coli

Modelul cel mai accesibil pentru studierea recombinarii
genetice este E.coli. In procesul de recombinare participa:

- molecula ADN bicatenar recipient cu situsul chi (secventa

conservata la bacterii, localizatd la fiecare 5-10kb, formata

din 8 perechi baze 5 GCTGGTGG Y'Y,
3'CGACCACCS'

- fragmentul ADN monocatenar donor (ADN fagic, ADN
plasmidic);

- complexul proteic RecBCD format dintr-o endonucleaza, o
exonucleaza si o ADN-helicaza;

- proteina RecA ce catalizeazd reactia de formare a
heteroduplexurilor (fig. 14.6);

- proteine SSB care stabilizeazd monocatenele.

ADN monocatenar ADN bicatenar

heterogen Proteina RecA Catena de ADN dislocuiti

Heteroduplexul ADN

Fig. 14.6. Rolul proteinei RecA in recombinarea geneticd la
bacterii

Moleculele monocatenare donor se formeaza prin
denaturarea unor molecule de ADN sau rezulta din replicarea o
a ADN fagic (vezi cap. 7). Pentru formarea heteroduplexului din
molecula de ADN recipient se excizeaza una din catene, iar de
cealalta catend originalda se uneste complementar ADN
monocatenar donor.

Etapele recombinari:
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(1) Complexul RecBCD gaseste in molecula ADN recipient
secventa chi. RecBCD denatureaza ADN bicatenar si
produce o rupturd in una dintre catene, obtinandu-se un
capat 3' liber.

(2) Proteina RecA asigura recunoasterea capatului 3' liber si
catalizeaza unirea complementara cu fragmentul de ADN
donor monocatenar.

(3) Catena donor inlocuieste una dintre catenele originale,
formand un heteroduplex (ADN recombinat).

(4) Catena dislocuita este eliminata.

Existd recombinare cu fragmente bicatenare omoloage
de ADN, catalizatd de complexul proteic RuvABC. Acest
proces este  asemandtor cu mecanismul crossing-overului
descris la eucariote.

Verificarea cunostintelor:
1. Definiti  notiunile: recombinare  geneticd, complex
sinaptonemal, nodul de recombinare, bivalent, cromozomi
omologi, structura Holliday, heteroduplex.
2. Care este importanta biologica a recombinarii genetice?
3. Care sunt tipurile de recombinare geneticd la procariote si la
eucariote?
4. Cand si cum are loc crossing-overul?
5. Care este importanta biologica a anafazei I?
6. Care sunt conditille pentru recombinarea geneticd la
bacterii?
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