EXPRIMAREA INFORMATIEI GENETICE

5.1. Transcrierea

ADN are dod fungii primare: fungia autocatalitici, reprezentat de realizarea
procesului de replicarg functia heterocatalitica ce const in procesul dir§rii de citre ADN
a sintezei unor molecule specifice, In a%eproteine. Da& fungia autocataliti@ o
indeplingte prin natura structurii sale bicatenare, fimcheterocatalitit a ADN este
ndepliniti prin intervemia unor intermediari intre ADNi proteinele sintetizate cu futic
variate. Aceti intermediari sunt reprezeniade diferitele categorii de acizi ribonucleici
(ARN) celulari. Sinteza acestora este didijde @atre ADN, la nivelul unor secvea specifice
ale acestuia.

Procesul de sintéza diferitelor categorii de ARN celular se nugeetranscriere
genetici. Molecula de ARN rezultatin urma acestui proces este idehiit ceea ce prigte
secvera de nucleotide cu una dintre catenele ADN (cu ggedaptului ¢ timina este
Tnlocuita de uracil), aceasta fiind nurhitatem sens sau codog&rsi complementar cu
cealalt care, de altfel, a servit ca matripentru sintez (aceasta fiind denunditcatena

nonsens) (fig.36).

Catena matrita pentim

SSCGATGCAT 3 Catena sens (codogena)
ADN<
3GCTACGTAS sinteza ARNm

ARNmM S'CGATGCATY

Fig.36. Rel@a dintre ARN sintetizagi catenele de ADN

La fel casi In cazul replidrii, transcrierea geneticse realizeaz numai in celule,
existand diferefe@ in ceea ce prigee locul transcrierii genetice la procariafeeucariote,
impuse de specificul orgaidi celulare. La procariote transcrierea se realizgpe matria
ADN la nivelul nucleoidului, dar molecula de ARNaie fi folositi de mainaria de traducere
a mesajului genetic Tnainte ca sinteza fufis terminadi. La eucariote organizarea nuckear

impune ca transcriered@ se desfsoare in nucleu iar traducerease produg in citoplasmn,

82



dupa ce moleculele de ARN au suferit procesul de maguizau trecut prin porii membranei
nucleare.

In celule, indiferent& sunt procariote sau eucariote, exisiai multe tipuri de ARN care
sunt implicate n procesul de biosiritezroteic. Acizii ribonucleici sunt comp
ribonucleotidici sintetizé prin polimerizarea a patru tipuri de ribonucléetiAMP, GMP, UMP
si CMP)(tabelul 3), reat fiind catalizai de transcriptazsau ARN-polimeraza dependimule
ADN.

Cercefrile lui Chargaff (1950) au indicatidn macromoleculele de ARN raporturile
molare dintre baze variain limite foarte largki nu se mai respeciprincipiile stabilite pentru
ADN dublu catenar.

Structura primar a ARN este reprezeniatle ordinea ribonucleotidelor din monocatena
sa. Lungimea diferitelor tipuri de ARN variaintre 75 la 10.000 nucleotide. Cele mai mici
molecule de ARN sunt reprezentate de ARN de tragafeNt - 80 nucleotide).

ARN-polimeraza are capacitatea de a recgieoeu mare exactitate secyerspecifice
de baze azotate de pe m@trde ADN, realizadnd polimerizarea unor ribonucldezifosfati
liberi aliniai pe matria in virtutea complementatiii dintre bazele azotate: adeninei din
matritd 1i corespunde uracilul in catena ARN, timineidrespunde adenina iar guaninei ii va
corespunde citozingi(invers), specific fiind faptul £ nucleotidele care irtrin componeta
ARN cortin in structura lor riboza (sunt ribonucleotide).

ARN-polimeraza catalizeaz formarea de leguri fosfodiesterice Tintre
ribonucleotidele succesive. Majoritatea procaratelortin o singud ARN-polimeraz (cel
mai bine fiind studidit cea de Id&.coli), Tn timp ce n celulele eucariote au fost idecaife trei
tipuri de ARN-polimeraze, cu localizare nuckeaffie in nucleoplasi fie la nivelul
nucleolului), “specializate” in sinteza unui anutiptde ARN.

Transcrierea necesiexistena matriei ADN fapt pentru care, la nivelul unor regiuni
specifice, cele daucatene ale ADN se sefigiare loc 0 denaturare fiziologiy iar una dintre
ele (catena nonsens) segteeca matta pentru sinteza ARN. ARN-polimeraza are capacitatea
de a injia sinteza “de novo” a unei catene ARMafa fi necesdr existena unui primer; ea
“citeste” catena de ADN pe care o cogdm sensul 3-5’, iar sinteza ARN se realizeain
sensul 5-3'. In acest mod, ribonucleozid-trifosfiasunt adugai pe rand la nivelul grugii
3'OH a ribonucleotidei anterioare, in urma ngeicde polimerizare fiind eliberate grim
pirofosfat. Transcrierea realizatde ARN-polimeraz este, n esef, aseminatoare cu

replicaressi prezint etapele de igiere, elongaregi terminare.
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Procesul de transcriere incepe atunci cand ARNv@ohza se ledgla nivelul unei
regiuni specifice, numitpromotor, localizat la extremitatea 5' a secigrgenice ce va fi
transcrid. Fenomenul debuteaia nivelul ga numitului “punct de start” al transcriesii se
desfisoaim pari cand ARN-polimeraza ajunge la nivelul unei set®ene terminare
(“terminator sequence”) (fig.37). Aceasiaiune defingte o unitate transcripnali care se
intinde de la promotor la secyarterminatosi se refe# de obicei la ARNm.

1.Componentele procesului de transcriere

h\% ARN polimeraza

-
i Gena
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| sigma
Promotor
W Fig.37. Etape procesului d
ADN transcriere

2. Initierea transcrierii
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gy &

E Disocierea subunititii

sigma

Alungirea transcriptului ARN

Produsul rezultat in urma transcrierii a primit dexirea detranscript primar (sau
produs primar de transcriere). La bacterii, ARNnpiagi mai multe gene alurate (ce
formeaz un operon) fiind policistronic, in timp ce la eto#e el copiaz o singud gers,
fiind monocistronic. De regalacest produs primar este instabil, atat la protarcatsi la
eucariote, el “suferind” unele preldcr posttranscriponale. In cazul procariotelor, produsul

primar este fie degradat rapid, dugesi-a indeplinit fungia (ARNm), fie este clivat pentru a
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forma produi functionali (ARNr sau ARNt). La eucariote, produsul painte a copiat o gén
discontind este prelucrat prin eliminarea secydor non-informgonale (intronii) sau prin
adaugarea unor secvgnspecifice de nucleotide la extreftiie moleculei.

Inainte de a prezenta etapele procesului de ti@neda procariotgi eucariote, sunt
necesare cateva pretiz Atunci cand se voriyge despre “fungonarea” unei gene setétege
faptul & respectiva secvghde ADN servgte ca matgi pentru sinteza unei molecule de
ARN. Pe lang genele ce codific sinteza unor catene polipeptidice specificeare sunt
transcrise la ARNm, la nivelul ADN exishumeroase alte gene arar fungie este de a
codifica molecule de ARN ne-mesager. Acesta estelagenelor pentru ARNr, ARNt sau
ARNsn. Despre particulatifile acestor categorii de ARN despre funtgile lor se va vorbi pe

larg in capitolul urrator.

5.1.1. Particularitatile transcrierii genetice la procariote

Cel mai studiat sistem bacterian de transcriee @stde I&.coli si, cu toate & exist
particularititi Tn cazul anumitor bacterii, el @matat un caracter de aplicabilitate genaral
grupul bacteriilor. In procesul de transcriere d@stelicati o unitate transcrifponali ce se
intinde de la nivelul promotorului péa secveta de terminare.

Promotorul, secvaa de nucleotide plasatla extremitatea 5’ a genei, este a&dn
pentru transcrierea acesteia dar el nu sésegtg in structura ARNm. La capul opus se
gaseste regiunea de terminare ce asigincheierea transcrierii, dar nici ea nu este trasis

si, prin urmare, nu infrin alatuirea ARNm (fig.38).

Situs de start al

Regiune promotor Situs de terminare a

procesului de transcriere o e
anscriere
F N /
3 ADN
7

Extremitatea 5' a genei copiate l

3 H' ARNm
~

Regiune terminala Regiunea din ARNm  Regiune terminalé netradusa
netradusi ce contine ce codifici proteina ce contine semnalele de incheiere
semnalele de mitiere a traducerii

a traducerni

Fig.38. Structura unei u#ii transcripionale de la procariote
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Asa cum se poate observa in fig.38, in structuraitiinitanscrigionale exisi situsul
(punctul) de start de la nivelukmia incepe propriu-zis procesul de copiere a m#jei
genetice din ADN in ARN. Prima nucleadiidranscrig este notdt cu +1si este plasatin
dreapta punctului de start, iar prima nucleotigttranscris (plasai in stanga punctului de
start) este notatcu —1; urnitoarea nucleotidcopiati este notdtcu +2si asa mai departe.

Molecula de ARNm rezultatin urma transcrierii unei asemenea gengicerdout
categorii de regiuni: o regiune ce va fi tratlusedisindu-se ulterior sub forma unei
succesiuni de aminoacizi din structura unei pretgimlte dou regiuni care nu vor fi traduse.
Aceste secvegr de nucleotide sunt localizate, pe de o parteivielul extremittii 5 a ARNm
si contin semnalele necesaretiarii procesului de traducere (secyeBhine-Dalgarnagi, pe
de alt parte, la extremitatea 3’, cimand semnalele necesare incheierii traducerii.

Desi orice gen este algtuita din doui catene de ADN cu polaritate oguatunci cand
se fac referiri la aceasta se precizedaar extremitatea i 3’ de pe o caten Intotdeauna,
capitul 5° al unei gene este cel care gina promotorul, el corespunzand cu dap 3’ al
catenei complementare (m&fjisi cu extremitatea 5’ a ARNm corespatar. Atunci cand se
doreste prezentarea schemat®& unei gene, céful 5’ este plasat intotdeauna in stanga.

Trebuie precizat faptulacnu existi obligativitatea ca toate genelé e transcrise
utilizandu-se drept mat#i aceesi cateri de ADN. La bacterii s-a dovediti,cdeseori, gene
adiacente sunt transcrise in sens opus: sintezanAR& face tot in sens-53’ dar catena
copiati este diferi.

Procesul de transcriere gengatia procariote (ca de altfgl la eucariote) se desbai
n trei etape succesiveinitiere, alungiresi terminare. Dintre aceste etape tigiea este cea
mai comple# (are mai multe trepte: recunterea promotorului, despiradid locale, intierea
propriu-zist a sintezei)si presupune implicarea mai multor elemente: promofsRN-

polimerazasi, in anumite cazuri a unor factori suplimentari.

5.1.1.1. Inkierea transcrierii

Procesul de imiere debutea la nivelul unei secvaa specifice de ADN nurrit
promotor care intergioneaz cu enzima ARN-polimeraza.

Secverta promotor ce precede orice gern fost izolai pe baza experimentelor realizate
la E.coli, prin amestecarea ARN-polimerazei cu ABNapoi tratarea amestecului cu enzime

care diget ADN dar lag intact regiunea la care s-a legat ARN-poliméraln final, dug
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digestia enzimaticsi indegirtarea ARN polimerazei, a fost determihatdinea nucleotidelor
din secveta de ADN #&mas (aproximativ 50-60 pb).

Examinarea unui nuiin mare de secvéa promotor de la mai multe gene de la procariote
a evidemat anumite #@saturi comune. Astfel, existo secvethi TATAAT, denumit “cutia
Pribnow” sau regiunea —10 (cenirge nucleotida din pai —10, raportat la punctul de start al
transcrierii), ea fiind consenzla toate secveele promotor de la procariote. O a doua segyen
denumiti regiunea —35, este comiuprocariotelosi este localizdt la aproximativ 35 pb in fa
(in diregia de transcriere) situsului de start al transicijeste centratpe nucleotida din pag
—35). Se consid&rci ambele regiuni, -10 (TATAAT}i —35 (TTGACA) reprezirit secvere
consens, adicse regsesc la majoritatea promotorilor bacterieni. Mailtmse apreciae ca
punctul de start al transcrierii este de obiceuarg, localizat la mijlocul tripletei CAT.

Al doilea element eseial realizirii transcrierii este reprezentat &&kN-polimeraza.
Cea mai studiatenzini de acest tip este ARN-polimeraza dé&leoli. La aceasitbacterie s-a
evideniat faptul & exist aproximativ 7.000 molecule de enzimper celud, viteza de sintez
fiind de 40 ribonucleotide/ secunth 37C. Viteza de transcriere este compatabil cea de
traducere (aproximativ 15 aminoacizi/secijpciar este cu mult mai ndicdecét viteza de
replicare (800 nucleotide/secund

ARN-polimeraza dependentde ADN sau transcriptaza este de fapt un complex
enzimatic cu structdr cuaternat. ARN-polimerazele, indiferent de origine, au Thneel
aceleai trei fungii eseniale:

» “aleg” catena puitoare de informge
» recunosc inceputyi sfasitul mesajului genetic
* raspund la agunea unor factori de reglare poziisau negatiy.

In ceea ce priwge structura chimic ARN-polimeraza de laE.coli are o mas
moleculas de 465 kDasi este aldtuita din patru subuniti majore (2 subuniti o si cate o
subunitate si 3') la care se mai adaiig subunitates.

Holoenzima (enzima compfeformat din cele cinci suburiti: 2a 3 3’ 6) poate fi
separat In dod componente: miezul enzimatic sau apoenzima R ') si factorul ¢
(polipeptidul 6). Pentru realizarea coréct transcrierii (mai ales a f{i@rii procesului) este
necesar asamblarea tuturor componentelor (Zarnea, 1986).

S-a demonstraticmiezul enzimatic al ARN-polimerazei poate reakhateza de ARN
dar nu poate iin Tn mod corect procesul de transcriere pentre eate obligatorie asamblarea

si a factoruluic. Dupi ce procesul de transcriere a fostiaj iar lungimea catenei de ARN a
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ajuns la 8-9 ribonucleotide, factoral se desprinde de holoenzimapoenzima continuand
singut sinteza ARN.

Initial, ARN-polimeraza recungte si se leag la nivelul regiunii —35, considetatle
unii autori ca fiind situsul R ("recognition”), ducare contactul cu ADN se extinge la
regiunea —10 (situsul B, de legare st#dins

Segmentul din ADN ce va fi transcris va suferi materare fiziologia in zona de
start a transcrierii: la nivelukis cele doa catene complementare se sépanin desfacerea
purtilor de hidrogen dintre, aproximativ, 12 pb situatre regiunea —1¢ punctul de stargi
se formeai astfel un “ochi” de transcriere (bédle transcriere sau vezidule transcriere =
“transcription bubble”). Aceastdenaturare locala ADN este favorizatde faptul & regiunea
—10 este bogaftin AT. Se spune in acest cazARN-polimeraza formedzimpreurd cu ADN
un complex promotor deschis.

De asemenea, pe langolul de a sintetiza efectiv sinteza ARN, ARN-padiraza
realizeaz in plus derularea duplexului in ditec de inaintare a veziculei de transcrigre
respiralizarea ADN in urma acesteia. Lungimea regde ADN temporar denatutavariaz in
fundgie de faza de sintéa ARN, de la 12 pb la 20 pb, da#&nmea regiunii hibride ADN-ARN
(intermediar de transcriere) este mult mai anibupi desfacerea localizata legiturilor de
hidrogen dintre cele daucatene ale ADN incepe sinteza ARN, prima riboraide fiind, de
reguk, purinica (AMP sau GTP).

Deseori, in procesul de fi@re a transcrierii, regiunea promotor este multmat decat
un situs de legare pentru ARN-polimetaZa cofine informaia pentru legarea, in unele cazuri,
a factorilor de reglare accesorii, de tipul AMRCAP (adenozin-monofosfat ciclic -€dtabolite
activationprotein” = CAP = proteina receptoare a AMRCRP).

O situaie special este cea a genelor suprapuse: la bacteriofagul74, un genom de
numai 5,3 kb nu ar putea gore 10 gene cate s-au identificat pe baza prowinétale
codificate, iar analiza atenta codonilor de inieresi de terminare a dus la concluzi&aoua
gene sunt complet incluse in alte d@ene (B in Asi E in D), fiind folosite doé cadre de
citire diferite in aceeasecvem de ADN. O alt geri K acope# genele Asi C (fig.39).

[ RN S S S S R S ey

cadra de citire 1 | B | | E |
cadrn de citire 2 | K

|
cadudeciire3] & LA Je] o P F J]c]|] H |

Fig.39. Evidegierea celor trei cadre de citirea diferite ale mdsagenetic la
bacteriofagulpX174
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5.1.1.2. Alungirea ARN

Initierea transcrierii faceidie ataat la matrja primul NTP care ofergruparea 3'-OH
ce va fi pus in legitura de cétre ARN-polimeraza cu gruparea 5'- fosfat a nuadieddi
urmator prin reaga ce poatt numele de atac nucleofilic. Subunitafea enzimei catalizeaz
formarea legturii fosfodiestericesi astfel incepe procesul de elofigaa monocatenei
poliribonucleotidice, finalizdt printr-o molecui de ARN.

Sinteza catenei ARN, adictranscrierea geneticse realizeaz in diregia 5—3',
aceasta fiind dire@ de elongge, matria de ADN fiind cititi totdeauna in dirga 35/,
astfel @ matrikasi produsul de transcriere sunt antiparalele.

Spre deosebire de ADN-polimetazare are numai specificitate de direc ARN-
polimeraza aresi specificitate de secvenrecunoscand promotorul genei care trebdie s

fundgioneze la un moment dat.

5.1.1.3. Terminarea transcrierii

Incheierea procesului de transcriere se poatezeekdi bacterii prin daumecanisme:
unul care este determinat doar de se@de ADNsi altul care necesitprezema unor proteine
specifice. In cazul anumitor procariote, la aap unor gene transcrise se aafiecvere de
nucleotide ce corespund regiunii de terminare, clermii  formarea la nivelul ARNm
corespunator a unei structuri de tip “trunckiilbuck” (“stem and loop”).

In cazul celui ce-al doilea mecanism de terminatramscrierii este implicato proteira
specifia numiti factorul rho. Aceasta se ag@az la ARNm in curs de formarg se deplaseéz
de-a lungul moleculei in urma ARN-polimerazei. Atuoand aceasta ajunge la nivelul regiunii
de stopare a transcrierii, ARN-polimerazaiicetingte foarte mult activitatea de polimerizare
astfel @ factorul rho poate asinteragioneze cu ARN-polimeraza. Factorul rho argiume
helicazié specifia asupra hibrizilor ADN-ARN form@in cursul transcrierii, rezultatul final al

activitatii sale fiind detgarea ARNm de mat si incheierea transcrierii (Platt, 1986).

5.1.2. Transcrierea genelor la eucariote

Din punct de vedere chimic, sinteza ARNm la eutarmste realizafin acelai mod casi

la procariote: cele patru categorii de ribonuclédgrfosfai sunt asamblate deitce ARN-
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polimeraz utilizandu-se o caténde ADN drept matti. Cele mai importante difergnprovin
din structura diferit a genelor de la eucariote, acestea avand deiregiifuctus discontini
(sunt alatuite din secvege informaionale numite exoni ce altern@azcu secve
noninformaionale numite introni).

In esem, etapele procesului de transcriere sunt agietsasi la procariote: iniere,

alungiresi terminare, aspecte deosebitérdpd doar in procesul deftiere.

5.1.2.1. Intierea transcrierii la eucariote

In celulele eucariote s-a demonstrét existi trei tipuri de ARN-polimeraze care
realizeaz transcrierea difergiatd a genelor:

* ARN-polimeraza | — transcrie genele pentru ARNr

* ARN-polimeraza Il — determia sinteza ARNm

* ARN-polimeraza Il — transcrie genele pentru ARMNtpentru alte molecule de
ARN de dimensiuni mici (ARNsn).

Asa cum s-a mgionat deja, localizarea nucléaa acestor enzime este vafigtrima
este localizdt la nivelul nucleolului, iar celelalte dawse gsesc in nucleoplaginToate cele
trei enzime sunt agregate macromoleculare, dewgl p00 kD, avand mai multe subufit
polipeptidice (8-14 suburiit)). La eucariote, pe ladgARN-polimerazele nucleare au mai fost
identificate si ARN-polimeraze care funioneaz la nivelul organitelor citoplasmatice
(mitocondrii si cloroplaste), dar acestea sunt de dimensiuni mmai si sunt asennatoare
enzimelor bacteriene.

Nici una dintre cele trei tipuri de ARN-polimerazke la eucariote nu recunosc
promotorul in mod direct ci prin intermediul unacfori de transcriere, iindu-se astfel
procesul de transcriere. Factorii de transcriereaeelea functii pentru toate tipurile de
ARN-polimeraze, nutrul lor fiind mai mare in cazul ARN-polimerazei Bj au fost grupa
n trei categorii:

» factori generali necesari pentrutiarea sintezei ARN indiferent de tipul de
promotor. Ei interagoneaz cu ARN-polimeraza formand un complex
macromolecular localizat in jurul punctului de stardeterminand situsul de
initiere. Factorii generali de transcriere Tmpreuou ARN-polimeraza

alcituiesc “aparatul de transcriere”;
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» factori suplimentari “din amonte” (“upstream fad®rsunt proteine de legare
la ADN ce recunosc anumite secyerde nucleotide comune mai multor
promotori (elemente de consens) localizate fa {apre cajtul 5’) punctului
de start. Activitatea acestor factori nu este sauipu®r mecanisme reglatoare,
ei agionand la nivelul origrui promotor ce camme situsul de legare
corespunitor. Ei au efect de cgtere a eficietei initierii si determird
functionarea promotorilor la un nivel adecvat. Setul cHpe de asemenea
factori necesari pentru o exprimare optieste caracteristic fiéwi promotor;

» factorii inductibili fungioneaz ntr-o maniex similar factorilor suplimentari
dar ei au un rol reglator. Agte factori sunt sintetiza sau activd in anumite
momente sau Tn anumitesuturisi sunt responsabili de controlul “in tirgp
spdiu” al transcrierii.

Promotorul reprezini un alt element es@al procesului de iniere a transcrierii, el
coniinand regiunile de recungtare pentru ARN-polimerazsi pentru factorii de transcriere.
Promotorii ce cotin situsurile pentru factorii generalipentru cei suplimnetari “din amonte”
vor fi transcrsi in orice tip de celd, ei fiind responsabili de exprimarea genelor cu
fundionare constitutig.

Initierea specifig a transcrierii deare ARN-polimeraza Il necesitntervenia si a altor
elemente de control, cum sunt factorii inductibMcestia pot interagona atat cu factorii
suplimentari cétsi cu cei generali (intersionea este de tip protéiproteiri) precumsi cu
secvele de nucleotide localizate indgpunctului de start al transcrierii.

Secverele de nucleotide ce altiesc promotorul (aproximativ 200 pb) sunt deénit
operaional pe baza localizii lor (in vecinitatea punctului de star§) a necesittilor pentru
initiere. Analizele efectuate asupra unor promotoititipu evidegiat faptul & acetia cortin
trei secvete specifice de nucleotide, centrate la nivelul eatitielor din poziile —30, -75si
—-90, toate fiind necesare pentruigiea optind a procesului de transcriere (Lewin, 1997).

Prima secvega dintre cele megonate (centratpe nucleotida din poga —30, raportat
la situsul de start) este denuinitutia Hogness, cuprinde o sect#eme 7 nucleotide
TATAAAA si este echivalett cutiei Pribnow de la procariote (Young, 1991). Asg
secver este esdiala pentru infierea transcrierii ea fiind régiti, cu aceed succesiune de
nucleotide, la majoritatea genelor de la eucaribDie. acest motiv, acedissecvers, ca de
altfel si secverele —75si —90, au fost denumite secyenconsens, avand caracter de

generalitate. La nivelul cutiei TATA se leaglirect factorul TBP, iar aceassecvers
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Tmpreurd cu regiunea iniator din imediata vec#tate a punctului de start sunt responsabile
de asigurarea startului corect al transcrierii &teecARN-polimeraza Il.

A doua secveg, centrail pe nucleotida din poga —75, se numge cutia CAAT ea
fiind, de asemenea, o secyeronsens (5" GGCCCAATCT 3’). Sensibilitatea la miuta
acestei secvea sugereazfaptul G ea joad un rol important in determinarea “puterii” unui
promotor.

Pe lang cele dod secvere menionate, in zona —90 a majditit promotorilor se
giseste aa numita cutie GC, cu secwanconsens GGGCGG. Deseori, la nivelul multor
promotori exist copii multiple ale acestei secyenele putand funiona in ambele orieirt.

In afati de promotor, in inierea procesului de transcriere mai sunt impligaite
secverre de ADN ce stimule#@zdeclagarea transcrierii dar acestea sunt localizate la o
distana considerabil in raport cu punctul de start (fie spre &tap 5’ fie 3’ al regiunii de
ADN luatd in discuie). Asemenea secviE, considerate a constitui un alt tip de elemente
necesare transcrierii au primit denumirea elemente activatoaresau secveap de tip
“enhancer’ (termenul din limba englezfiind de foarte multe ori preferat chigirin lucrarile

de specialitate din limba rom&n

5.1.2.2. Alungirea catenei de ARN

Dupi ce primele ribonucleotide au fost gte la matta de ADN de #tre ARN-
polimeraza corespudtoare, continuarea sintezei catenei de ARN sezezddi la fel casi la
bacterii: citirea mesajului genetic se face in gel¥—5’ iar sinteza catenei de ARN se

realizeaz in sensul 5-3".

5.1.2.3. Terminarea transcrierii la eucariote

Daca la procariote aspectele legate de incheiereadrans sunt relativ clare, la
eucariote lucrurile nu stau la fel. Astfel, nu ssa@ate cum are loc acest proces in cazul
genelor eucariote nefiind identificate semnaleléegdminare a transcrierii.

Experimentele efectuate cu ARN-polimeraza Il awleriat ci aceast enzimé, atunci
cand ajunge in regiunea 3’ a genei transcrise @i sinteza unei secven AAUAAA
(conform matriei de ADN) dar, se parei sinteza ARN continusi dupi aceast secver. In

final, o enzind speciad taie produsul de transcriere la o sgudistana dupi secvera
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AAUAAA, dupi care, o alt enzimd independerit de matnia (poliA polimeraza), adauigo

serie de nucleotide cu adedifaproximativ 200), utilizdnd ca sdrsle nucleotide ATP,

formand “coada poliA” (poliadenila} la nivelul cireia se leagproteine specifice. Deoarece

coada poli A lipsge n cazul ARNm pentru histone, insednth aceasta nu este egafi

pentru transcriere. Se par# &ceast secvers, adiugat dupi ce procesul de transcriere s-a

incheiat, ar fi implicatin asigurarea stabiiifii moleculei de ARN in celdl(Ross, 1995).

La eucariote s-a evidgat faptul ¢ produsul de transcriere este supus ymelucr ari

postranscriptionale: adiugarea cozii poliA; atligarea secveaei cap; modificarea chimic

unor nucleotide; eliminarea intronilgirasamblarea exoniloffig.40).

ADN

1. Transcrierea ‘
I

I 2
S T TTTT T T T T T rrT
AUGCAGUACAUGCCUCGUAUCAA
Transcript primar (ARN pre-mesager)

2. Adaugarea secventei
cap §'
3'
UGCAGUACAUGCCUCGUAUCAA

3. Clivarea extremititii 3' ‘

™ TTTT S
UGCAGUACAUGCCUCG UAUCAA

TTT
.. AAA

4. Adaugarea cozii L o o
poliA AAA

3V
:ifﬂUGCAGUACAUGCCUCGAAAAAA

5. Incepe procesul de ‘
I

"sp]icing"

Iy 2
UGCAGUACAUGCCUCGAAAAAA

6. Eliminarea intronilor
si asamblarea exonilor

Iy
+ T
UGCAGUAUGUCGAAAAAA AC

ARNm matur I

Fig.40. Prelucirile post-transcriponale
al moleculelor de ARNm de la eucariote

De exemplu, imediat ce sinteza ARN fincepe, laitcéyd’ al transcriptului primar se

adaug secvera 7-metil-guanozintrifosfat care constituie ceeaecglezii denumesc “cap”

(acoperire). Semnifigea acestui situs pare a fi legate protejarea extreraiti 5 a ARNm de
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atacul exonucleazig de iniierea procesului de traducere. In plus, produsoigrde transcriere
de la eucariote sufermodificiri importante datorate faptului ayenele copiate au struciur
discontina (procesul de ,splicing”). Pot avea loc, de aseragmeodificiri chimice ale unor
baze azotate prin procese de metilare.

Moleculele de ARN pot forma configuiiesecundarsi tertiare noi datorit imperecherii
bazelor azotate din unele zone cu cele complengeluealizate in alte zone ale catenei, ceea ce
duce la alternge de regiuni mongasi bicatenare in moleculele respective.

Evidentierea transcrierii genetice la eucariote se poatdiza cu uridia tritiata,
precursor al uracilului. Cele mai adecvate struottomosomale la nivelulatora poate fi
decelai autoradiografic transcrierea genatisunt pufelesi inelele Balbiani de la nivelul

cromosomilor politeni precuri buclele laterale ale cromosomilor lampbrush.

5.1.3. Categorii de ARN celular

Atat n celulele bacteriene cditin cele eucariote exisimai multe categorii de ARN:
ARN mesager (ARNm); ARN solubil sau de transfer ({Rsi ARN ribosomal (ARNr). La
acestea, in cazul eucariotelor, se mai a#ldARN nuclear heterogen, ARN cromosonsal
ARNSsn (“small nuclear’= nuclear mic). Majoritateaol®@culelor de ARN rezultate Tn urma
transcrierii sunt supuse unor modificspecifice in urmaarora, moleculele respective devin
biologic active. Formarea moleculelor de ARN matnplica adkia, delgia sau modificarea

unor nucleotide.

5.1.3.1. ARN mesager (ARNm)

ARNmM este singurul tip de ARN celular tradus fTnustura proteinelor, el
reprezentand circa 5% din ARN total. ARNm estedelai timp singura categorie de ARN
celular care preziato structuit integral monocatenar cel puin Tn momentul traducerii
mesajului genetic la nivelul ribosomilor.

Fiind purtitoare de mesaj genetic, moleculele de ARNm au langariabile deoarece
si marimea genelor de la care preiau infotimasunt variate ca dimensiune. De aceea,
constanta de sedimentare a diferitelor moleculdAB&Im variaz foarte mult, de la 8S la
54S. Una din cele mai mari molecule de ARNm esteazge determinsinteza fibroinei din

fibra de natase de |8Bombyx mori.
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ARNmM a fost descoperit détee Volkinsi Astrahan Tn 1958 in urma unor experimente
efectuate cu o tulpinE.coli infectati cu fagul®X174. Cultura a fost memuti timp de 3
minute pe mediu de cultiice cotinea®?P, timp in care a avut loc sinteza unui mesagéc.fag
Bacteriile au fost apoi centrifugages-au extras acizii nucleici. Acest extract a fasoi tratat
cu DN-az (enzinma care distruge exclusiv ADN, il ARN). Ulterior, prin ultracentrifugare
in gradient de densitate de zah#rszau evidetiat mai multe benzi care prezintiteze de
sedimentare diferite. Aceste benzi corespund médtiomcategorii de ARN. Apar astfel benzi
mari a @ror densitate optica permis atribuirea lor particulelor ribosomaleS50 30S; la
acestea radioactivitatea era foarte rédirgensitatea maxima radioactiviitii a fost asocidit
cu banda ce a prezentat constanta de sediment8reb@Ada repreziito mica fragiune de
ARN celular, sintetizat rapid in decursul celor Biate de metinere a bacteriilor Tn mediu cu
¥p. Analiza cromatografica secvefelor de nucleotide a acestei fliaoi ARN, realizai
dupa o hidroliz usoam a macromoleculelor respective, a relevét acest ARN este
complementar cu ADN fagic. Rezultatele ulterioate asitat ci acesta reprezimtARNm
pentru proteinele fagice.

La procariote, ARNm este policistronic pentru & el copiaz informaia genetia
necesar sintezei mai multor catene polipeptidice implicate obicei, in acegiecale metabolig.
Spre exemplu, l&.coli calea metabolic de sintez a histidinei presupune participarea a 10
enzime diferite codificate de 10 gene care sunfat®gdntr-o singur molecui de ARNm.
Utilizarea ARNm policistronic la procariote repnetio cale economicde a regla sinteza unor
proteine Th mod coordonat, cu ajutorul unui sirggmnal de reglare.

Durata de “viga” a unei molecule de ARNm varia4n fungie de tipul ce celdl in
care se fpeste. Stabilitatea moleculelor de ARNm presupunestema acestora fa de
agiunea nucleazelor citoplasmatice. Degradarea ARNmdatoreax fie aaiunii unor
exonucleaze (care @mneaz asupra moleculelor incepand cu extremitatea 3J) aaunor
endonucleaze care recunost cliveazi anumite secvam specifice de ribonucleotide
localizate in interiorul moleculei de ARNm.

Protejarea ARNm bacterian detiaoea exonucleazelor citoplasmatice este realizat
de o secvett de nucleotide localizatla cagitul 3’ si care determif formarea unei structuri
de tip “trunchisi buclk”. In cazul ARNm de la eucariote lucrurile nu stoérte clare dar se
pare @ secvern “cap” de la extremitatea 5i coada poliA de la extremitatea 3’ ar asigura
stabilitatea moleculelor respective, in timp ce lensecvete interne bogate in AU ar

determina instabilitatea moleculelor de ARNm (Brawan, 1990).
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La procariote moleculele de ARNm sunt meate fungionale doar 2-4 minute
deoarece, dupce au fost utilizate pentru traducere, ele sugratate de atre RN-aze. Se
evita Tn acest fel altérile structuralesi implicit ale mesajului coginut de ele, fenomenul fiind
0 consecith a adaptrii rapide a metabolismului bacterian la cqgiil@éi de mediu. De
asemenea, se permite activagesepresia unui mare numde gene intr-un timp foarte scurt.
Fenomenul de degradare rapal ARNm expli@ propogia foarte mid@ de ARNm din celule
fatd de alte categorii de ARN (de exemplu, ARNr)ideumirul cistronilor transcki la
ARNmM este aproximativ de 1000 de ori mai mare daktég¢lor ribosomali.

La eucariote durata de ¢iaa unei celule este mai mare decat la procasiotieci
ARNmM este mai stabil. Aceasta se datoiidaptului &, la organismele pluricelulare celulele
se gisesc intr-un mediu intern mult mai stabil Tn prigiparametrilor &.

Exista o serie de exemple de molecule de ARNm cu durati mare de vi#i decéat
cea specifiz: de exemplu, ARNm din celulele d#acillus cereus ce sporuleax “traieste”
aproximativ 6 ore; ARNm necesar pentru sinteza fgotinei la mamifere este sintetizat pe
baza mesajului din ADN al reticulocitelor din staldnucleatsi pastrat pentru mai multe zile
in eritrocitele anucleate in care are loc sintezadylobinei. In cazul ailor si semirelor
care au stadiu de dorntan(inactivitate), ARNm este meénut intr-o forné stabib luni si
chiar ani. Moleculele de ARNm cu dutdtingi de viaa care pot fi gstrate perioade lungi de
timp Tnainte de a fi traduse sunt protejatg fde atacul ribonucleazelor prin asocierea lor cu
proteine, asocieri care se denumesc informosominfatmomere.

Din punct de vedere structural, ARNm prezitrei regiuni distincte: secvem“leader”
de la captul 5 al moleculei; secvaa codificatoaresi regiunea 3’ terminal Regiunea
“leader” este importadtpentru infierea traducerii dar nici una dintre nucleotidepauticipa
la decodificare (acedstecvem nu este traddl. Secvern codificatoare determirstructura
primai a unei catene polipeptidice (constituie matripentru sinteza unei catene
polipeptidice) in timp ce regiunea terminalortine nucleotide care nu vor fi traduse, rolul
sau fiind legat de asigurarea stakifit moleculei de ARNm.

La nivelul ARNm de la procariote exisb secveti particulaé de baze numitsitus de
legare la ribosomsau secven Shine-Dalgarno care prezintomplementaritate cu o secyen
de la captul 3" al ARNr 16S din subunitatea mii@ ribosomilor. De asemenea, la nivelul
ARNmM policistronic se gsesc, de obicei, secyerde “spgere” (“spacer sequences”) lungi de

10 pb, care sepasecverele codificatoare pentru fiecare polipeptid (Watgarolab., 1993).
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La eucariote de regulARNmM este monocistroni¢ el este sintetizat sub forma unui
precursor numit pre-ARNm sau ARN premesager carée esupus preludrilor
posttranscriponale in urma @rora se ofine ARNm matur. Acesta trece in citoplasomde
se asociazcu ribosomii cu care formeapolisomi sau poliribosomi. Lungimea ARN matur
nu corespunde secuwengenelor numai pre-ARNmM este corespiiozcu aceasta, deoarece n
cadrul preluctrilor posttranscriponale, anumite paguni necodificatoare sunt eliminate
(introni) fiind pastrate numai regiunile infornianale (exoni) care vor fi traduse. Reautt
ARNmM matur este reasamblat prin unirea exonilor.

La procariote, cu excé@ip arhebacterilor, ARNm matur corespunde ca lumgim

secverei genice pe care a transcris-o, fenomen denuriitezoitate.

5.1.3.2. ARN ribosomal (ARNr)

ARNr reprezini aproximativ 80-85% din cantitatea tdgtale ARN celular, intrand n
structura ribosomilor. Ribosomii sunt particule leaproteice citoplasmatice implicate n
sinteza proteinelor, respectiv in traducerea masajgenetic dintr-o secveh de
ribonucleotide din ARNm intr-o secv@nde aminoacizi din catena polipeptiglidn cadrul
acestui proces se realizéa treilea transfer informenal la nivel molecular, de la ARNm la
proteine.

Ribosomii comin 40-60% ARN, restul fiind reprezentat de proteli@zice ribosomale.
In ribosomii bacteriilor exigt aproximativ 55 tipuri de proteine in timp ce ribosi de la
eucariote cotin 75-80 tipuri de proteine ribosomale. In mediégnaetrul unei particule
ribosomale mature este de 12-23nm.

Ribosomii procariotelor preziit o constarit de sedimentare de 70S. Particula
ribosomai este format din doui subuniiiti: subunitatea micde 30Ssi subunitatea mare de
50S. Aceagtsubunitate are o forirglobula# cu trei protuberae pe faa superioat.

Ribosomii la eucariote au o constade sedimentare de 80S, cu 0 subunitate iohec
40Ssi o subunitate mare de 60S. Ribosomii din orgamitalulelor eucariote (mitocondsii
cloroplaste) sunt de tip procariot cu constantaetBmentare 70S.

In structura ribosomilor indr mai multe tipuri de ARNr. Astfel, la procariotey 1
subunitatea ribosomamica intra 0 molecuih de ARNr de tip 16S asociatu 21 de tipuri de

proteine ribosomale caracteristice subitiiitnici, notate $-S; (S = small). In subunitatea,
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mare inté 0 molecud de ARNr 23S;i 34 tipuri diferite de proteine ribosomale desetaria-
Lsa (L = large) (fig.41).

21 proteme ribosomale diferite

O 5980
L\ <Suh1ulitatea 308

! ARN 168
34 proteine ribosomale diferite
Ribosom 708 t | <
Subunitatea 508 ’% /ﬁ/
ABRN S8
AR 238

Fig.41. Componentele ribosomilor procariotelor

La eucariote subunitatea ribosoeahica cortine o molecul de ARNr 18 Ssi 33
tipuri de proteine ribosomale, iar Tn cea mareasesg trei tipuri de ARNr (28 S; 5,865 S)
50 tipuri de proteine ribosomale. Moleculele de ARNI o conformge complex, in care
alterneai regiuni mono-catenare cu regiuni bicatenare (aoalte se realizeazmperecheri
de baze azotate complementare).

Toate moleculele de ARNr la eucariote sunt singgtizoe matth ADN sub fornd de
molecule precursoare pre-ARNr care, #@lupanscriere, sunt supuse prekrdor post-
transcrigionale. Acestea implic eliminari ale unor nucleotide precursi metilarea unor
resturi de riboz ale nucleotidelor amase. Dup aceast prelucrare, structura prinar
monocatendr a ARNr sufek contorsiodri spaiale care faciliteaz formarea de regiuni
bicatenare care alterngiazu regiuni monocatenare. La procariote, aparenecutele de
ARNr nu sunt supuse preludciior de posttranscripnale.

Genele pentru diferitele tipuri de ARNr sunt grugaga nivelul unor regiuni
cromosomale cunoscute ca ADN ribosomal (ADNr), fanth o unitate transctipnak. De
asemenea, la nivelul cromosomului bacterian #&xistai multe asemenea uitit
transcripionale: de exemplu, IB.coli au fost identificate 7 asemenea &gitranscrigionale.
Mai mult, s-a evidegnat faptul ¢ ntre genele ribosomale exisegiuni spéatoare la nivelul
carora au fost identificate gene pentru ARNt (fig-42)

O situaie asemnatoare se intalrye si la eucariote, la care genele pentru ARNr 18S,

5,8Ssi 28S sunt strans linkate, fiind transcrise sulmi@munui pre-ARNr unic cu o constant
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de sedimentare 40S. De asemenea,tileitde transcriere genetice care ftiogeaz ca

matrita pentru sinteza ARNr sunt separate deipor netranscrise numite ADN sgi@or sau

silengios.
ARNr 168 ARNI 23S ARNr 58
e e B B W e L e e S e e e I s
Gene pentru ARNt Tramscriere Gene pentru ARNt
ARNr precursor
— t . }

l Clivare cu RN-aza IIT a precursorului

16S 238 58

Fig.42. Reprezentarea schematicunei uniti transcrigionale de ADNrsi a etapelor
producerii moleculelor de ARNr. Zonelesh@ate repreziatgenele pentru ARNr; zonele
inchise la culoare reprezingene pentru ARNt, iar cele simple constituie ragapaiatoare

La eucariote genele pentru sinteza ARNr sunt Ieatdi in regiunea organizatorului
nucleolar (NOR) situat la nivelul constrigilor secundare ale unor cromosomi ai
complementului cromosomal. Age cromosomi au fost denughicromosomi organizatori
nucleolari. La majoritatea speciilor existate un cromosom organizator nucleolar pentru
fiecare set haploid de cromosomi. La unele spedst® ingi chiar mai mui asemenea
cromosomi: de exemplu, la om Tn organizarea nuglebkunt implicate cinci perechi de
cromosomi. Regiunea organizator nucleolar estdavpantru organisme, dovadnoartea
organismelor ce prezihtlelgia acestei regiuni de pe ambii cromosomi omologi.

Genele pentru ARNr 5S prezestesle in copii multiple la eucariote nu sunt lingantu
genele ribosomale pentru ARNr 18iS28S, ele sunt distribuite pe cromosomii difiefDesi
nelinkate, aceste gene sunt transcrise coordonatelalalte gene pentru ARNr. Pregzn
ARNr 5S este esdiala pentru fungonarea normala ribosomului matur.

ARNr din organitele celulelor eucariote pre#ind serie de particulatifi care
determird anumite diferete atat fgi de moleculele similare de la procariote gdata de cele
din structura ribosomilor citoplasmatici de la eumi@. Astfel, constanta de sedimentare la
ribosomi este de 60S, avand o subunitatei mé&32S (cu un ARNr 13§ un nunir mai mic
de proteine}i o subunitate mare de 40S (cu ARNr 21S).

Nu se cunogie pam in prezent care este fuiecspecifié a fieciruia dintre tipurile de

ARNr desi se consider ca ARNr 5S ar media legarea ARNt la subunitatea obuesi mare
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in prezega unor fraguni proteice. Se admiteidazele azotate neimperecheate din ARNr ar
participa intr-un fel sau altul la intetamea cu celelalte categorii de ARN celular spre a
decodifica mesajul genetic purtat de ARNm. Conlweaiacorect dintre diferitele tipuri de
ARN celular este ceraitde traducerea coréca mesajului, astfel incat se olina molecule
proteice normale, funionale. Un rol important in realizarea acestei goriti revine ionilor

de Mg2+ care au importga si in asamblarea celor dawsubunisti ribosomale in ribosomi
funcionali.

Proteinele ribosomale sunt bogate in arginign lizina (70% din resturile de
aminoacizi) ceea ce le cordeun caracter bazic (pH 8.5 — 10) cerut la complexacu
moleculele de ARN acide spre a constitui ribosoRioteinele respective se dispun la
suprafaa ribosomilor impachetand ARNr. Proteinele riboskensant sintetizate in citoplagm
si apoi transportate Tn nucleu, unde sunt asamiasebuniitile ribosomale prin atarea lor
la precursorii ARNr. Dup asamblare la nivelul nucleolului, subugiie ribosomale sunt
transferate in citoplasin Procesul de transport bidigemal este extrem de complicat, in
realizarea sa putand fi implicate proteine riboslensaiplimentare, camute de ribosomii de
la eucariote (spre deosebire de cei de la proegriot

O celuk deE. coli cornine aproximativ 15000 ribosomi, pe cand o celelicariod,
fiind mult mai mare, preziaitsi un nunir mare de ribosomi. In celule se remawm ciclu
ordonat al asaminlii celor dodi subunititi ale ribosomilor atunci cand exisARNm de

tradus,si de dezasamblare a lor cand nu se face traducere.

5.1.3.3. ARN de transfer (ARN{)

ARNt reprezini aproximativ 10-20% din totalul de ARN celulair constituie un
component celular stabil atat la procariotestd eucariote. Acest tip de ARN (numit fiiail
ARN solubil deoarece a fost identificat In fliacsolubik a lizatului celular) este o moledul
specializat pentru acceptarea in citoplasra aminoacizilorsi transferul lor la ribosomi,
indeplinind Tn felul acesta rolul de moletaldaptoare intre ARNwi catena polipeptidicin
curs de sintez Se poate spunea cCARNt mediaz cel de-al treilea tip de transfer
informaional: de la ARNm la proteine.

Din punct de vedere al compgei chimice, moleculele de ARNt cpn, pe lang

bazele azotate ofiuite (AUCG)si o serie de baze neghuite: acid inozinic, deria
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metilai ai unor purine sau pirimidine (acid metilinoziniacid metilguanilic); acid
pseudouridilic; acid dehidrouridilic; acid ribotidiiic.

Moleculele de ARNt sunt de dimensiuni mici, fiinttaduite din 73-93 ribonucleotide.
Plierea ARNt determin realizarea unor leguri de hidrogen intracatenare intre
ribonucleotidele complementare, rezultand molecule structut secundar care are forma

unei “frunze de trifoi”, cu “brge” bicatenarai bucle monocatenare (fig.43).

Bucla anticodon

Fig.43. Structura genetal a
moleculelor de ARN

LLLLL
{wa% ¢

Bucla
TY¥GC

Brat acceptor
3 ;E_Situsul aminoacil

Regiunile monocatenare din cadrul structurii seamadapar sub forma unor bucle,
prima dinspre caul 3' fiind bucla timinei (sau PGC) format din 7 baze (intre carg
timinasi pseudouridina). Bucla cea mai importaaste bucla anticodonulgiin sfasit bucla
D (a dihidrouracilului) formdt din 8 — 12 baze semi - imperecheate.&0dn al ARNt se
termim cu guani#i, nucleotid ce este adligat postranscrigponal. De asemenea, la nivelul
extremititii 3" a ARNt exist situsul aminoacil (de legare a aminoacizilor djp@da nivelul
gruparilor 2’ OH sau 3’ OH de la capul 3’ al ARNt). Situsul aminoacil are la toateuipe de
ARNLt aceesi succesiune de ribonucleotide: 3' ACC 5'.

Rolul regiunilor distincte din ARNt nu este telucidat cu precizie. Cea mai cert
este funga buclei anticodonului: anticodonul este tripleli@ nucleotide din bucla cential
care recunage, pe principiul complementatiti, un codon din ARNm (o secvende trei
nucleotide care specific plasarea in catena polipeptili@ unui anumit aminoacid).
Anticodonul se leagtemporar de codon prin intermediul unordegi de hidrogen. Buclei
variabile i se atribuie rolul de fixare a ARNt l@asom, iar bucla D se paré este implicat
in recunosterea de @re enzimele aminoacil — ARNt — ligaze a ARNt cpuasztor

aminoacidului pe care aceste enzime |-au activat.
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Teoretic, in natdrar trebui & existe 61 de tipuri de molecule de ARNt, corespianz
codonilor din codul genetic. Cu toate acesteaa panm, au fost identificate doar aproximativ
40 tipuri de molecule de ARNt. De asemenea, s-deewat faptul & genele ce codific
ARNLt sunt, de obicei, grupate pe cromosomi.

ARNt este sintetizat sub forma unei monocatene ae-ARNt, iar secvea sa
nucleotidié este cu 30-40 ribonucleotide mai mare decat in tARMtur. In urma unor
preluctri posttranscriionale are loc excizia unor ribonucleotigemodificarea chimig a
altora (acidul inosinic, metilguanina, dimetilguaaj acidul pseudouridilic, timina sub fatm
de acid ribotimidilic). De asemenea, dupanscriere, la capul 3 al ARNt este atligat
secverma CCA la nivelul éreia se va ata aminoacidul activat in vederea transferufu k&

ribosom.

5.1.4.4. ARN nuclear heterogesi ARN cromosomal

Aceste tipuri de ARN sunt intalnite numai in celeleucariotelor. Se consideca
ARNNh sintetizat in afara nucleolului este supusruprelucéri posttranscriponale si va
forma ARNm matur.

ARN cromosomal este un tip de ARN ce reprezirtel puin patial, molecule
precursoare pentru celelalte tipuri de ARN. Pe Itke @arte, se considerca ARNcr ar fi o
categorie de ARN legatde reglarea funitlor genice avand rol de activator al genelor.

In ultimul timp s-a avansat ideea anele tipuri de ARN celular ar putea awgaol
catalitic pentru accelerarea unor procese biockindinn celui. Astfel, la un tip de ARNr
precursor (ce came un intron) s-a demonstrat are capacitate autocataliticare servge la
excizia intronului, imediat ddptranscriere. Un sistem as@&mitor s-a observagi in cazul
genei ce determinsinteza citocromului b din mitocondriile de la jgfia de bere: regiunea
transcrié ce corespunde intronului 1 are capacitatea deeaciie (Cech, 1985).

De asemenea, atat in nucleu gah citoplasma celulelor eucariote au fost idecsife
molecule de ARN de dimensiuni mici (in medie de-B0O0 ribonucleotide). Moleculele de
ARN de acest tip existente in nucleu au fost deteiARNsn (“small nuclear”), iar cele
aflate in citoplasmau primit denumirea de ARNsc (“small cytoplasm({)mons, 1992). In
starea lor natura) aceste molecule de ARN seisgsc la nivelul unor particule

ribonucleoproteice. Mai mult, a fost identificatcinun tip de ARN de dimensiuni mici,
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localizat la nivelul nucleolului (notat ARNsno) ifigat, se pare in prelucrarea precursorilor
de ARNT.

In general, moleculele de ARNsn impréwu unele molecule proteice (aproximativ
40 tipuri de proteine) realizeaprocesul de prelucrare a moleculelor de ARNm praruce
presupune eliminarea intronilgr asamblarea exonilor (fenomenul de “splicing”). fast
identificate mai multe molecule de ARNsn implicateprelucarile postranscrigonale ale
moleculelor de ARN, ele fiind notate: U1, U2, U54/U6.

S-a dovedit & procesul de prelucrare are loc prin intetieenunor particule
ribonucleoproteice inrudite cu ribosomii, numigpliceosomi, procesul fiind consumator de
energie (furnizdt prin hidroliza ATP). Fenomenul de formare a smigmmilor a fost intens
studiat laSaccharomyces cerevisiae si in celulele de tip Hela, in prezent el fiind desde
bine cunoscut (Reed, 2000). Experimentele efectaatevidetiat faptul & recunoaterea
specifi@ a situsurilor de prelucrare a ARNm precursor ig#pb serie de interaicini de tipul
ARN-proteine, proteine-proteirgg ARN-ARN.

Au fost identificatesi situaii in care moleculele de ARNsiTcontroleaz propria
prelucrare, acestea primind denumirearibezime. Unele activilti catalitice ale ARN sunt
diregionate faia de diferite substraturi, in timp ce altele suntramoleculare. Un prim
exemplu este cel al RN-azei P care este o riboopobeirda forma# dintr-o molecud de
ARN legat la o proteii. ARN are capacitatea de a cataliza clivarea lalaiwnui substrat
specific, reprezentat de ARN, n timp ce protgoa un rol indirect, probabil de mg@nere
a structurii ARN catalitic. Un alt exemplu 1l regneti moleculele de ARN de dimensiuni
mici, din clasa viroizilor, care au capacitatea aleealiza read de autoclivare (“self-
cleavage”). D@ aceast reagie este intramolecular molecula de ARN viroidal poate fi
mpartita in dou parti: partea “enzimatit’ si partea “substrat”. Un al treilea exemplu este
reprezentat de intronii din grupelssilll care au capacitatea de a prelucra gisilPARNm

precursor care i coim.

5.2. Decodificarea mesajului genetic

Structura primar a proteinelor sau ordineaeairii aminoacizilor in aceste molecule,
componente es@nle pentru toate organismele vii (procariote saocaeote), este legatde

cea a acizilor nucleici. Inforniia genetiéd se affi inscrigi In structura acizilor nucleici (in
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gene) in mod codificat (codul genetic), corespudzguccesiunii specifice a celor patru tipuri
de baze azotate (ATCG pentru ADN sau AUCG pentriNARAstfel, modificarea genelor

prin mutaii (deleii, aditii, substitdii) reprezint de fapt modificarea secvende baze azotate

si, In consecit, determifd schimbdri n succesiunea aminoacizilor din proteine.

Proteinele sunt subst@nmacromoleculare dtuite din una sau mai multe catene
polipeptidice, formate din aminoacizi lggintre ei prin legturi peptidice. In naturexisé 20
aminoacizi care, n fuie de natura radicalului din structura lor potdiza, bazici, neutrki
polari sau neutrji nepolarisi care prezint cate o grupare Nii COOH libere. Din punct de
vedere al organizii structurale, proteinele pot manifesta difetiii@uri de structuri (Russel,
2002):

e structus primai: corespunde succesiunii aminoacizilor din catesigpeptidici;

e structura secundarse refei la plierea specifit a catenei polipeptidice formandu-se
regiuni cu structuri de tip-helix sau de tif-helix;

e structura tefara se refex la conforma@a tridimensional o unei singure catene
polipeptidice; aceaststructud este de cele mai multe ori asogiau proprieitile
biologic active ale proteinei;

e structura cuaternameprezini asocierea mai multor catene polipeptidice cu foeaa
unor complexe multimerice. In anumite cazuri, caterpolipeptidice pot fi asociate
Cu grupri neproteice (prostetice), formand macromolecuieaionale gaa cum este
exemplul hemoglobinei (form@atlin patru catene polipeptidicey & 23, asociate cu o
grupare hem, ceea ce comrferacromoleculei capacitatea de a lega oxigenulidig

we
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Fig.44. Tipurile conformgonale ale proteinelor
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De remarcat faptulacaceste tipuri de structula proteinelor nu sunt obligatorii, Tn
totalitate, tuturor proteinelor, astfed enulte catene polipeptidice manifg@dtingia specifié

fara a se asocia cu alte catene polipeptidice (dezief prezenta structiicuaternat).

5.2.1. Descifrarea codului genetic

Codul genetic reprezind ansamblul regulilorsi principiilor dupi care informga
genetid codificati Tn ADN (sau ARN Tn cazul ribovirusurilgi/sau a viroizilor) este copiat
pentru a putea fi transndisde la locul 8u de origine (genomul organismului respectiv), la
dispozitivele care realizeasinteza proteinelor, precugh modul in care mesajul transcris
poate fi cititsi tradus Tn secvea specifice de aminoacizi.

Funaia codului genetic poate fi asé&nati, in ultima instana, cu procesul de
transmitere a unei infornga codificate de la suis(structura biochimie a genomului), pe
anumite canale (ARNm), la locul de regep(ribosomii) unde mesajul este decodificat
(tradus)si folosit, Tn cazul activittilor celulare, in procesul de biosiniea proteinelor. Ea
const in conservarea criptografi@a informaiei si transmiterea ei de la sdréa receptorul
reprezentat de structurile cu fuinefectoare care sunt ribosomii. Analogia cu scelende
transmitere a informeei este in general evidéntMoleculele de ADN poaitin structura lor
un adewrat cod molecular aacui semnificaie este determinatde succesiunea specifia
celor 4 bazesi a cirui complexitate este prop@nak cu marimea genomului puitor de
informatie.

Structura codului genetic este determinde secveta specifia a celor 4 baze
(ATCG) cu care se pot facé€ permuiiri (n = numirul de nucleotide dintr-o molecubat).
Ca atare, nugrul posibil de gene card sibi, in medie, o greutate moleculate 16 daltoni
si si fie alcituite din 1500 nucleotide este de aproximativ’4 ceea ce reprezinb valoare
cu mult mai mare decéat nanul de gene, care au existat in toate genomuriléa dariia
vietii si pani in prezent. Bazele se repele-a lungul moleculeisa cum se repatiterele unui
alfabet de-a lungul frazelor uneirg, n tot felul de combing. Dupa cum ordinea literelord
sensul unui text, ordinea particular bazelor determiirsemnificaia moleculei de ADN.

Dupa descrierea structurii ADN deitte Watsorsi Crick problema cea mai important
a fost cea a modadiii de asociere a celor 4 baze, pentru ca fiecambatgie si cortina

informaia corespun#oare legrii unuia din cei 20 de aminoacizi in constiguproteinelor.
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Presupunand actoate uniitile fundamentale de codificare, denumite codoni, s@ees
lungime, Gamow (1954) este cel care a emis ipatézasea mai scuitsecverh nucleotidié
necesar pentru a codifica un aminoacid canstin trei baze (cod triplet), ceea ce permite
formarea a 64 de combifiaDaci un aminoacid ar corespunde unei singure baze/r iiu a
posibiki decat codificarea a 4 aminoacizi. Un cod dubfetdre un aminoacid ar fi specificat
de un codon aftuit din doui nucleotide nu ar putea codifica decAt adici 16 aminoacizi.
Codul triplet permite formarea a 64 de cuvintd) (prezentand forma cea mai sithphre
asigus codificarea celor 20 de aminoacizi naturali.

Datesi mai exacte au fost furnizate de tehnicile de sagiere a acizilor nucleici a
proteinelor, care au permis stabilirea unor coredpge riguroase intre succesiunea
codonilor in acizii nucleic§i a aminoacizilor corespuatori in lartul polipeptidic.

Rezultatele respective demonstiegze de o parte, existencodului tripletsi, pe de
alta, absefa de intervale sau de gjpantre codoni, deoarece citirea infortiga genetice se
face neintrerupt, codon dupodon, incepand de la o extremitategarncealal.

Prima descifrare a codului genetic ce demonsireazn anumii secvegs de ARN
conine informaia genetid necesar pentru sinteza unei catene polipeptidice cu o eggv
specifia de aminoacizi, s-a realizat folosindu-se un ARNMetic - acidul poliuridilic (poli —
U) (Nirenberg, 1961). Acesta a fost incubat intraistem acelular care came ribosomi,
setul complet de molecule de ARNt, enzimele neeepantru sinteza proteinelor, ioni de
Mg®* si ATP. Experiena a fost realizatin 20 de variante in care s-au pus amestecuciehbe
20 de aminoacizi din care, cate unul singur macodfC. S-a demonstrat, in acest cas,oc
singuai dati s-a olinut numai un singur polipeptid marcat — polifeldl@na, ceea ce
demonstreaica tripleta UUU codifié fenilalanina.

Repetarea experigrior cu alte tipuri de ARNm sintetici diferite sutaportul
compoziiei lor baze a dus la identificarea codonilor peraki aminoacizi: CCC codifit
prolina, AAA codific lizina.

Ulterior, folosind un ARNm sintetic care avea toatde 64 de aranjamente posibile,
Nirenbergsi colab (1966) au demonstrai 61 din cele 64 de triplete de cod au rol in
specificarea celor 20 de aminoacizi naturali, t¢gilaei fiind caracteriza ca nonsens,
deoarece nu au rol n codificarea unui aminoacid.

Ansamblul codonilor care specifisetul de aminoacizi standard, impr&en codonii

de punctuge (UAA, UAG, UGA) formeaz dictionarul codului genetic (tabelul 9).
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Tabelul 9. Codul genetic

Prima baz a Nucleotida din mijlocul codonului A treia baz a
codonului U C A G codonului

Phe Se Tyr Cys U
Phe Ser Tyr Cys C

U Leu Se Stog Stog A
Leu Ser Stop Trp G
Leu Prc His Arg U
Leu Pro His Arg C

C Leu Pro Gln Arg A
Leu Prc GIn Arg G
lle Thr Asn Ser U
lle Thr Asn Sel C

A lle Thr Lys Arg A
Met Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
Val Ala Asp Gly C

G Val Ala Glu Gly A
Val Ala Glu Gly G

5.2.2. Caracteristicile codului genetic

Pe baza a numeroase expagesra regit si se determine caracteristicile de bade
codului genetic:

1. codul genetic este nesupraput sensul £ un grup de trei nucleotide adiacente
alcituiesc un codosi determiri legarea unui anumit aminoacid intiarpolipeptidic. Bazele din
structura fiegrui codon nu sunt implicate Tn nici un fel In sefizatia de cod a tripletelor
precedente sau uatoare. Infial, pe baza a diferite considerente fizico — cbhaniGamow a
presupus £in structura codului genetic ar fi posibduprapunerea unor codoni, astfel incat o
baz din structura unui codon ar putea intra in compgneodonului adiacent. Acest tip de
structua ar permite o economie semnificdtide material genetic. Examinarea a numeroase
proteine, In& a infirmat acea$tipotez si mai mult s-a demonstrat colinearitatea dintre
informaia genetid si structura polipeptidului. Nesuprapunerea codoniietermid trei
posibilititi de traducere a acelgiasecvere de nucleotide, in fugie de punctul de start,
acestea fiind denumite “cadre de citire” (“readirgnes”). De exemplu, pentru secyer C
GACGACGACGACGACG existrei “cadre de citire™

ACG ACG ACG ACG ACG ACG

CGA CGA CGA CGA CGA CGA
GAC GAC GAC GAC GAC GAC



Orice modificare a secvg de nucleotide prin @dgarea sau eliminarea (dgd¢ unei
nucleotide determimodificarea cadrului de citire corect, incepandal@ivelul nucleotidei
modificate (mutéile fiind de tip “frameshift”)(Lewin, 1997).

2. Codul genetic este "degenerataceasi caracteristig decurgand din faptulicmai
multi codoni diferii specifici acelgi aminoacid. Codonii care specii@celai aminoacid
sunt numii codoni sinonimi. Caracterul degenerat al codgienetic nu este uniform: uni
aminoacizi cum ar fi serina, arginina, leucina sgotificai de catesase codoni; il
aminoacizi ca alanina, glicocolul, prolina, treanigi valina sunt codifica de cate patru
codoni diferii, in timp ce ai noud aminoacizi sunt specifigade cate doi codoni. Excee
fac aminoacizii metioninsi triptofan care sunt codifitede cate un singur codon (tabelul 9).

Codonul AUG, pe lang fungia de a specifica metionina, Tndepktessi rolul
universal de codon igiator Tn sinteza proteic

Caracterul degenerat prezind anumii regularitate care sugerdéiaza este supus
anumitor normsi ca ar putea conferi unele avantaje biologice. Haérste faptul & fiecare
aminoacid este desemnat numai de codoni spedaifispectiv & nici un cuvant de cod nu
codifica mai mult de un aminoacid.

3. Flexibilitatea codului geneticse refex la codonii sinonimi la care primele dou
baze ale tripletei sunt constante, in timp ce ia {peate varia, deci aceagioziie este varia-
bila sau oscilardt Ipoteza unei anumite flexibisti a codului genetic, cunoscéutsub
denumirea de efect “wobble” a fost formdlatle Crick, avand ca argument principal
observéia c toti codonii “sinonimi” (care codifig acelai aminoacid) au primele dawaze
ale tripletului constante, in timp ce a treia poataa.

Crick a ajuns la concluziaiaecunogterea codon — anticodon se face in mod riguros
specific Tn poaziile 1 si 2 si Tn mod variabil (flexibil) la nivelul celui de-ateilea nucleotid
situat Tn pozia “wobble” (wobble = a oscila). Paa “wobble” corespunde celui de-al treilea
nucleotid al codonulusi primului din anticodon dato#it polarititii opuse dintre cele déu
molecule (ARNmgi ARNt), una fiind in direga 5 — 3’ si cealalt in diregia 3 — 5. De
exemplu, daz anticodonul din ARNt este de tipul 3'-CGG-5 el Baperecheaz in mod
corect, cu codonul 5-GCC-3' din structura ARNm. nBenenul “wobble” permite ca
anticodonul 3-CGG-5’ #se poat imperechea cu codonul 5’-GCU-3’ din ARNm. Deoarece
n exemplul de mai sus, codonul GGiCcodonul GCU codifia pentru acelg aminoacid,
alanina, fenomenul wobble nu este titsade modificarea secvesi de aminoacizi din

structura catenei polipeptidice corespitoare.
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Semnificaia acestui fenomen se refda faptul & aceeg molecuk de ARNt asigut
traducerea mai multor codoni ceea ce permite dedlilgintetizeze mai gine tipuri de ARNt.

4. Codul genetic este”drda virgule”, ceea ce inserarca nu exisi nici un semn de
punctuaie Tntre sfagitul unui codonsi inceputul celui urritor. Cuvintele de cod (tripletele)
au o polaritate sau dirge specifid, datorit careia, de exemplu, GUU codifiovalina in timp
ce UUG codifi@ leucina. Cadrul de citire (reading frame) al imfiatiei genetice trebuie
stabilit cu rigurozitate la Tnceputul unei molecide ARNm i este marcat normal prin
prezema codonului AUG. Acest codon coddidormil-metionina la procariotgl metionina la
eucariote. Decodificarea ARNmM se face apoi segaende la o triplet la alta paa se
ntalnete unul dintre cei trei codoni stop (nonsens): UAG sau UGA.

5. Ambiguitatea codului genetieste caracteristica prin care anticodonul din ARNt
recunoate doi codoni difeti din ARNm. De exemplu, codonul GUG aflat la incepu
mesajului genetic (in molecula de ARNm) este resaabde ARNt pentru formil metiorin
pe cand acetacodon aflat in interiorul moleculei de ARNm esteunoscut de ARNt pentru
valina.

6. Utilizarea preferemiald a unor codoni Faptul & exis& mai muti codoni pentru un
acelagi aminoacid a pus problema daaceti codoni sinonimi sunt fologimai frecvent decéat
altii. Folosirea unuia sau altuia dintre codonii simoinse datoreazintampérii dar este cert
ca, in cadrul grupelor taxonomice mari, eXist anumis preferind pentru anumi codoni
sinonimi. Alegerea prefergala a codonilor ar putea rezulta dintr-o armonizarérein
compoziia in codoni a mesajelor genetigieansamblul moleculelor de care dispune celula
pentru a traduce aceste mesaje (in special ARNtati®, pamin prezent s-au izolat doar 54
de tipuri).

7. Universalitatea codului geneti@videniazi faptul G aceleai unititi de codificare
(codonii) specifiéd aceiai aminoacizi la toate organismele, indiferent deige lor taxonomig.

In sprijinul acestei concluzii teoretice au fostuselsi date experimentale din randul celor
denumite himere, care folosesc sisteme acelulasetie a proteinelor provenite de la o specie
si ADN sau ARN provenit de la o alta. De exemplu, M\Rgenomic provenit de la VMT
produce acegasecvefti de aminoacizi nu numai in plantele pe care lectef@a (tutun), ci

in orice ali plant in care este activ. ARN din fagyf2 dirijeazi sinteza unei proteine
capsidale normale atat in extractele acelularegmiter de la gazda sa normdE.coli), catsi

de la Euglena gracilis. In mod similar, mesagerii sintetici detertifincorporarea in



polipeptide a acelogaaminoacizi indiferent de natuga proveniena sistemului acelular de
sintez proteia.

Utilizarea ARNm pentru sinteza polipeptidelor deatuiesc hemoglobina, provenit
din reticulocite de iepure intr-un sistem acelwdarlaE. coli pentru sinteza proteia dus la
ohtinerea unor polipeptide tipice hemoglobinei de repu

Universalitatea codului genetic sugerearms numai 0 origine comédna vigii pe
Pamant, darsi imposibilitatea schimdrii lui (ipoteza accidentului Inghat) odai ce viaa a
dobandit un anumit grad de complexitate. Miltacare ar altera codul genetic ar fi letale
pentru celud Tn cazul in care un codon ar fi tradus intotdeaanoaat. Toate acestea converg
pentru a demonstra existarunui cod genetic comun tuturor organismeling & exclude ca
aceast universalitate & nu fie absolut, in sensul £ in anumite privige codul genetic nu
putea fi diferit de la o specie la alta (Gayril986).

Desi caracterul universal al codului genetirga definitiv stabilit, un nusir important
de lucsari au scos in evideafaptul @ ADNmt are un cod genetic pn diferit de cel nuclear.
Astfel, ADNmt umansi de soarece codifiz numai pentru 22 tipuri de ARNt, iar cel de levuri
24 tipuri, din care unii leagmai muti aminoacizi. In plus, s-au descrigaanumiii “codoni
eretici sau disidgii care nu respegtcodul genetic universal in sinteza proiedlirijata de
ADNmMt:

« la fungi si mamifere, triptofanul este codificat Tn mitocomdru numai de tripleta
normak UGG cisi de UGA, care in mod normal este stop;
* in sinteza polipeptidelor, metionina este codificau numai de codonul AUG

(normal) cisi de codonii AUAsi probabil AUU, care semnificnormal izoleucina;

 codonii AGA si AGG care 1n citoplasihcodifica arginina, in ADNmt au rolul de
codoni terminali.

Varigiile codului genetic mitocondrial observate la dife microorganisme eucariote
sugereax ca aceste modifiri s-au stabilit Tn perioade de timp diferite Tnrswl evoldiei,

probabil dug divergenma dintre plante pe de o pasieanimalesi fungi pe de alt parte.
5.2.3. Traducerea informaiei genetice
Biosinteza propriu-zés a proteinelor este un proces complex in cursuuia

informaia cortinutd in ADN, transmig in citoplasm (la ribosomi) prin intermediul ARNm

este tradus intr-o secvetd polipeptidic prin asamblarea aminoacizilor ntr-o ordine

11C



specifi@, prescri@ de informaia genetid. Acest proces implic activitatea mai multor
constituei ai “masinariei” celulare de sinteza proteinelogi evolueaz in mai multe etape.

Toate procesele metabolice ale celulei se b#zemz existeta si functionarea
proteinelor, care pot avea rol structural (cumi,acdlagenul), transportor (hemoglobinele), de
apirare a organismului (imunoglobulinele) sau rol erdic.

In cadrul biosintezei proteinelor partigi@gtat acizi nucleici, cagi proteine. Pentru
sinteza unei singure catene polipeptidice sunt hizalé sute de alte proteine cu rol structural
si enzimatic.

Proteinele sunt polimeri ai aminoacizilor, iar ipwrizarea acestora se dasfi la
nivelul ribosomilor prin reata de condensare dintre gruparea carboxil a unim@anid i
cea amino a altui aminoacid, cu eliberarea uneemaé de ap

Unele proteine sunt aituite dintr-o singut catera polipeptidic, altele au mai multe
catene polipeptidice identice sau diferite. In ackrs urmi caz, fiecare catéreste sintetizat
pe baza informgei genetice inclusin gene diferite. 4a se explig de ce formularea itiala o
geni — 0 enzind, a fost inlocult cu expresiao geri — o0 caterd polipeptidica, ce exprind
mai bine realitatea la nivel molecular.

Dupi realizarea polimerizii aminoacizilor (ordinea acestora in molecabnstituind
structura sa primay catena polipeptidiceste supusunor procese ulterioare prin care &ap

structuri secundare, t@are sau cuaternare ce 1i dau n final configara functionalitatea.

In decodificarea informai genetice rolul primordial il jodc acizii ribonucleici
celulari: ARNm, ARNtsi ARNr. Rolul acestora a fost evidgat dug 1950 cand, prin tehnici
speciale, s-a constatat sinteza proteic este instita de o crgtere considerakila cantistii
de ARN din celd. Prin experiete efectuate pe alga uniceldlacetabularia mediteranea (o
celuk gigant) in urma arora s-au extras nucleii din aceste celule, s-statat & in algele
enucleate nu mai au loc nici procese de biosinpeateic.

Ca orice reage de polimerizaresi in sinteza proteinelor au loc cele trei etape: de
initiere, elongarei terminare a catenei polipeptidice.

Sinteza unei catene polipeptidice Thcepe cu umaacid amino—terminai se termid
cu un aminoacid carboxi-terminal. Ordinea includaminoacizilor este stabifitde ordinea

codonilor din ARNm.
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5.2.3.1. Etapa de iriere a sintezei proteinelor

Prima etap in initierea biosintezei proteice este activarea amindacizu ATP,
reagia fiind catalizai de aminoacil-sintetaza numii aminoacil — ARNt — ligaZ si care este
specifia fiecarui aminoacid. Aceste enzime repreiirftheia” in recunogterea cifrului
codului genetic.

Pentru gezarea aminoacizilor la ARNmM este necagsar molecud adaptor,
reprezentditde ARNt, care #“lege” aminoacizii activa si si-i transporte la locul de sintiez
Cu alte cuvinte, are loc mai intai o ggtee a aminoacidului activat la restul de A (adahdin
gruparea CCA de la cajpl 3 OH al ARNt, atgare catalizét tot de aminoacil-sintetaza
(aminoacil- ARNt — ligaza):

aminoacil-ARNt-ligaza

aminoacid + ATP > aminoacil~AMP + PPi

=]
aminoacil~AMP + ARNt ——» aminoacil~ARNt+ AMP

Asa cum se cungte, specificitatea ARNt pentru un anumit aminoaeste dat de
secvera anticodon, complementiaunui codon din ARNm. De exemplu, molecula de ARNt
al cirei anticodon este AAA poate lega doar fenilalardeaarece codonul complementar din
ARNmM este UUU (specific pentru Phe); acest ARNe esitat ARNE™ iar atunci cand el a
legat aminoacidul coresputtar notaia utilizati este Phe-ARN{*®

Etapa a treia in ifierea unei catene polipeptidice se dgzhri la nivelul ribosomului
care prezirit suprafge specifice de legare stereochimnia ARNm, ARNtsi a catenei
polipeptidice in crgere. Ribosomul asigéirasocierea acestor trei elemente g maniet
Tncat 4 faci posibik recunoaterea codonilor din ARNm deite anticodonul corespuditnr
din ARNt, pe principiul complementaxiti.

Este esgml ca ribosomul & inceag corect procesul de traducere al ARNm de la
nivelul codonului start al secve codificatoare al acestuia (ARNm avand la atap5’,
respectiv 3’, doal regiuni terminale, necodificatoare, care nu vdrdduse). Inierea precis
a traducerii depinde de corecta recut@a a cadrului de citire. Spre exemplu,degiunea
codificatoare a ARNm incepe cu secen’ AUGUUUAAACCCCUG . . . .. 3’, teoretic
cadrele de citire ar putea fi:
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AUG UUU AAA CCC CUG sau
UGU UUA AAC CCC UG sau
GUU UAA ACC CCU G, neexistand nimiare 4 indice care dintre
nucleotide este prima nucleatid primului codon.

Cu toate acestea, s-a doveditpeimul codon cu care se Tncepe procesul de traduce
atat la procariote cai la eucariote este, de reguAUG (mai rar GUG sau UUG), ceea ce
Tnseama ci exist anumite mecanisme specifice care detefralegerea coretia codonului
AUG start. Codonul AUG codificmetionina indiferent dacse gseste la Tnceputul secvegi
ce urmeaz a fi tradud fie in interiorul acesteia. Pentru ca ribosomutecunoast in mod
specific codonul de igiere este necesar un semnal suplimentar de disammiintre AUG
initiator si AUG din interiorul mesajului genetic. Acest sernaate reprezentat la bacterii de
secvema Shine—Dalgarno, constitaidin 7—15 ribonucleotide bogain purinesi aflata n
amonte de codonul iator. Secveta Shine-Dalgarno este complemeatau o secvegt
format din 3-7 nucleotide aflatla captul 3' al moleculei ARNr 16 S din subunitatea
ribosomai mica.

In cazul eucariotelor, ARNm nu came secveta Shine-Dalgarno, dovedindu-s& c
ribosomii citoplasmatici nu se leaglirect la situsul de igiere al traducerii. In acest caz,
primul eveniment ce precede tierea traducerii la eucariote este recyter@a de #tre
subunitatea ribosontalmica (40S) a secvaai terminale 5’, metildit (secvera cap) de la
nivelul ARNm, du@ care el migrea spre situsul specific de legare (“ribosome-binding
site”). Intre cele daiuregiuni ale ARNm exiéto secveti de aproximativ 1000 nucleotide.

“Migrarea” subuniitii ribosomale se opste atunci cand este intalnit codonul de
initiere  (AUG) plasat intr-un context corespiaz (secveta GCCACCAUGG sau
GCCGCCAUGG). Ulterior, subunitatea ribosoma0S stabilizat la nivelul situsului de
initiere se asociazcu subunitatea 60S, iar procesul de singeproteinelor Tncepe.

La procariote, inierea sintezei catenei polipeptidice este asigutatinterveria unor
factori proteici citoplasmatici de iere, desemna IF1, IF2, IF3. Astfel, factorul IF3
mediaz legarea suburitii ribosomale 30S cu ARNmgi previne reasocierea prematusu
subunitatea ribosomal50S; un al doilea factor de iare, IF2, se leagla nivelul unei
molecule de GTRsi a ARNt initiator (pentru formil-metioni#) si diregioneaz ARNt
respectiv spre complexul ARNm-30S. In ceea ce piveolul factorului de iniere IF1,
acesta este compleyx se refeli la stimularea inierii, recunoaterea regiunii de ifgiere,

reciclarea IF2i disocierea ribosomilor 70S (Zarnea, 1986).
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La complexul deinifiere 30Sreprezentat de ARNmsubunitatea ribosondainica + fMet-
ARNLt + factori de injiere + GTP ARNmM-30S se a&mz si subunitatea ribosomaimare, de
50 Ssi se formeaiz complexul de inisiere 70S Procesul este ingbde hidroliza GTP cu
eliberarea GMP, a pirofosfatulgiia factorilor de injere.

Ribosomul astfel asamblat gore doui situsuri de legare a ARNt: situsul A (acceptor)
care este situsul pentru aminoacil-ARNt (ARNt aabcu aminoacidul specifig) situsul P
(sau situs donor) este situsul la care sgeat ARNL initiator (Met-ARNt"®) n cursul
procesului de inieresi peptidil-ARNt (ARNt asociat cu catena peptidinn curs de alungire)
n cursul etapei de elongare (fig.45).

Secventa
Shine-Dalgarno 505
ribosomal
ARN 5 ededefuleddbelebeele UG LLLLLLL Y A1\ initiator subunit
(pentru fMet)
UAC
Factori de initiere 3
GTOP () 3 TImperecherea Atagires
2 codon-anticodon
o _ : l'}_ gag/ subumititii 508
6 babaded- 11 F L L LA NG, 3
(DBl B B ¢ N
Subunitatea 308 3 L \
Complexul de initiere 305 D@
S @cor+ P
< a Situs P .

Subunitatea 308

Situs E \ R
Perechea \ »

E [
codon-anticedon i g
[ e W 7

5 e .‘ 2 > "--..L T A UG S EEE K

Situs A

Complexul de initiere 708

Fig.45 Intierea procesului de traducere la procariote gdripssell, 2002)

In situsul A m@trunde aminoacil-ARNt corespuitar codonului din ARNm. De regil
situsul P acceptcomplexul aminoacil-ARNt numai dac@cesta a realizat recunterea
codon — anticodon, adiadaa a trecutsi prin situsul Asi apoi a fost translocat in situsul P.
Acceptarea se bazeape unele posibile modifici conformaionale pe care le-a suferit
complexul aminoacil-ARNt cand a fost in situsul A.

O particularitate a procesului de tiere este folosirea unui ARKR specific pentru
codonul de iniere. Acest ARNt iniator difea de omologul &u ce interagoneaz cu codonii
AUG interni pentru metionin Acest ARNt injiator (FARNt® |a procariotesi iIARNt"®' |a

eucariote) se leagde metionii prin mecanismul prezentat, dupare complexul respectiv
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mai sufedi un proces de formilare prin ataea unui grup CH=0 (formil) la nivelul NHal
metioninei, aceasta devenind formil — meti@gniRormilarea este intaldinumai la procariote
unde toate catenele polipeptidice incep cu N-fermétionina. La eucariote, in procesul de
initiere a sintezei catenei polipeptidice, nu are loonilarea metioninei, dar existun
ARNt"®" initiator care difex de celelalte tipurisi care se leag direct la situsul P al
ribosomului. Dag la procariote exidt numai 3 factori de iiere, la eucariote existl0

asemenea factori de figre.
5.2.3.2. Etapa de alungire

Dupa legarea aminoacidului ator cu ARNt respectiv are loc deplasarea ribogami
pe ARNm (sau invers) printr-o gtiare de transtee, in ga fel incéat la nivelul situsului Aas
ajungi urmatorul codon la careasse atgeze ARNt cu aminoacidul pe care-l transport
(fig.46). Intre gruparea COOH a aminoacidulugiator (metionina)i NH, a aminoacidului
urmator (corespunaor celui de-al doilea codon din ARNm) legat de ARNaflat in situsul
A are loc reagia de condensarg realizarea primei leguri peptidice. Rea@ respectii este
catalizat de enzima peptidil-polimeraza, care face partepdatieinele ribosomale. In acest
fel, etapa elongeei constituie o succesiune ordohale cicluri in care aminoacil-ARNTt iritr
n situsul A al unui ribosom la care situsul P estepat de peptidil-ARNt. Acedssteagie se
destisoan pari la terminarea citirii mesajului genetic.

In procesul de elongare intervgn factorii de elongg@ie, proteine ribosomale care se

atgeaz Tn aceasitfazi la particula ribosomal(la subunitatea mare).

Fig.46. Inceputul etapei de alung

Incorporarea celui de-al cu evidelgierea fornarii primei

doilea aminoacil- ARNt legituri  peptidice ntre  primul
J' aminoacid (metioninagi urmatorul

(Met) (8a2)

Formarea legiturii
peptidice

Translocatie
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Gruparile aminoacil cuplate cu moleculele de ARNt afldée nivelul situsurilor
ribosomale Ri A se disesc n veciitatea unei enzime ribosomale nufrpeptidil transferaza
care transfer grupul fMet al ARNt din situsul P la gruparea amiibera a aminoacil-ARNt
din situsul A, formandu-se un dipeptid ggtla ARNt. Dai peptidil transferaza este deséris
ca fiind enzina, s-a dovedit & activitatea sa este m@muta chiarsi atunci cand proteinele
ribosomale sunt indégate in propaie de 95%. Aceastobservgie sugereazposibilitatea ca
activitatea enzimatic respectii si fie o proprietate a ARN ribosomal (Elliogt Elliott,
1997). Activitatea peptidil transferazei se reaizen cazul reaei:

ARNt-0O -CO - fMet + NH,— CH - CO — O — ARNt-
(situsul P) | (situsul A)
R’

ARNt — OH + fMet — CO —NH - CH — CO — O — ARNt
(situsul P) | (situsul A)
R’

Dupa formarea primei leguri peptidice, la nivelul situsului A seiaggste peptidil-
ARNY, iar situsul P caime o molecul ARNt nelegat de nici un aminoacid (format prin
separarea de aminoacidul purtat). In acest momentoa repozionarea ribosomului prin
“deplasarea” cu un codon de-a lungul ARNm, proceminh translocare. ARNt lipsit de
aminoacid aflat Tn situsul P este “mutat” la nivalmui al treilea situs ribosomal, situs de
“iesire” (“exit site”= situs E), de unde este libematditoplasni putand fi refolosit. Deplasarea
ribosomului de-a lungul moleculei de ARNm in difac’ —» 3’ necesii participarea unui alt
factor de elongare, EF-G care mai este dengmitanslocai. Procesul de transloga
necesii energie care este furnizairin hidroliza GTP.

Dupa ce situsul P a fost ocupat de dipeptidil-ARNtsitusul A liber pozionat pe al
treilea codon al ARNm se g&az aminoacil-ARNt corespuimor complexat cu EF-Tu-GT.
La nivelul acestuia se adau@poi gruparea peptidil de la situsul P, ARNt “desat” se
deplasez spre situsul de g&e, iar noul complex peptidil-ARNt se deplasgadm situsul A in
situsul P dup care ciclul se reia (fig.47).

La E.cali, sinteza unei proteine de dimensiune medie la mivelui singur ribosom se
realizeaz in 20 secunde (viteza de sirtewste de, aproximativ, 15 aminoacizi/secnérin
urmare, teoretic, dacsinteza unei proteine s-ar realiza la nivelul usingur ribosom s-ar

sintetiza cate o copie a respectivei proteinededfie 20 secunde.
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Fig.47. Reprezentarea schemacetapei de alungire

Cu toate acestea, in realitate, &lwe ribosomul a asigurat traducerea a aproximativ
25-30 codoni, cajtul 5' al ARNm devine liber spre a forma un alt gdex de injiere si
astfel, un al doilea ribosom se angajertraducerea mesajului genetic spre a asigutazsin
unei noi catene polipeptidice, apoi urmeaktreilea, al patrulea etc. De obicel, la niveloki
molecule de ARNm utilizatpentru traducere se poigy cinci ribosomi, structura rezuliat
numindu-se polisom sau poliribosom (fig.48). (Etlip Elliott, 1998).

Polipeptid complet

Succesiune de 5 ribosomi 3 i ) .
R ’ Catene polipeptidice sintetizat
care "citesc" aceeasi N : )

in curs de sinteza

secventd de ARNm

—
Codon
initiator 505
AUG uAG—
57 gl o £ 3’ ARNm ARN
: ) Stop codon
30s
» Deplasarea ribosomilor \

Fig.48. Alcituirea unui poliribosom
Poliribosomii exisi si la eucariote ei evideind intensele procese de sintgroteid.



La procariote transcrierea mesajului gengtitraducerea sa pot avea loc simultan
deoarece Tnainte de terminarea sintezei ARNm, itaiminserei membranei nucleare, cdpl
siu 5' se poate asocia cu ribosomii (fig.49).

Transcript ARNm
ARN polimeraza

Fig.49. Cuplarea proceselor de 3" . ——» Transcriere
transcrierssi traducere la procariote

ARNm ce serveste
drept matrita pentru
traducerea mesajului
genetic de-alungul mai
multor ribosomi

Ribosom —

5.2.3.3. Terminarea sintezei proteice

Cand deplasarea ribosomilor pe ARNm ajunge cws@itgiu A la nivelul unui codon
nonsens (stop, codon terminator, UAA, UAG, UGA)samai atgeaz nici un aminoacil—
ARNt si astfel se asigdr terminarea sintezei catenei polipeptidice. Codatop sunt
recunoscti de factori de eliberare sau de terminare: factbFi—-R1, TF—R2si TF-R3 la
bacteriisi factorul RF la eucariote. Factorul TF-R3 asigdesfacerea grupului carboxil al
aminoacidului terminal de ARNTt transportor. In ur@@estui proces are loc eliberarea de pe
ribosom atat a catenei polipeptidice s ARNt precumsi separarea ribosomilor in cele

douwa subunitti ale sale (fig.48).

5.2.4. Particularitatile decodificarii la eucariote

La eucariote transcrierea are loc in nucleu ratucerea are loc in citoplasmnde se
afla ribosomii. Trecerea ARNmM monocistronic din nucieucitoplasni se face prin porii
membranei nucleare, In acest proces un rol impoa@ndu-l coada poliadeniiah ARNm.
Etapele procesului de traducere sunt in gisaceleai casi la procariote dar existsi unele

diferente. O prima diferena se datoreaizfaptului G ribosomii eucariotelor sunt mai mari (au
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80S, iar subunitile au 40S, respectiv 60S), in &lgrea lor intrand mai multe tipuri de ARNr
si proteine ribosomale. & cum s-a mgionat deja, primul aminoacid cu care Tncepe
traducerea este tot metionina dar in stare nefatmiAceasta nu nsearmrinsi ci toate
proteinele fungonale de la eucariote au ca prim aminoacid (ceeextatea NH a proteinei)
metionina; de cele mai multe ori acest aminoacid #glegirtat in urma unor prelusr post-
translaionale pe care le sufecatena polipeptidicnou sintetizai

Etapa de iniere la eucariote presupune mai intai, la fekica procariote, formarea
complexului de irtiere dar mecanismul prin care ARNm este fioaat corect la nivelul
situsului P ce caime codonul iniiator (AUG) este total diferit. Trebuie reamintit ARNm
de la eucariote prezinfa extremitatea 5’ secvemn“cap” (cu 7metil guanosin-trifosfat), dar
nu conine nici o secve de tip Shine-Dalgarno ca la procariote.

La eucariote, existun grup specific de proteine, inclusiv factori idgiere, care se
atageaz la nivelul secveei ,cap” si impreurd se leag la subunitatea riboson#al0S,
rezultand complexul de pre-ir@re. Acesta este localizat la extremitatea 5 aNAR la
distana de codonul irtiator AUG. Printr-un mecanism ce presupune paiigp ATPsi
GTP, complexul de pre-itiere se deplaseazle-a lungul ARNm p&ncand ajunge la nivelul
codonului AUG, moment in care se form&amnmplexul de iniere prin adugarea suburiitii
ribosomale 60S.

Celulele eucariote, pe lamngnesajul genetic purtat de ADN cromosomal nuclear m
conin o serie de gene localizate la nivelul ADN cldespic si/sau mitocondrial. Ribosomii
mitocondriali sunt ase#initori celor bacterieni, iar in procesul detigie se utilizeaz fMet-

ARNt"® casi Tn cazul bacteriilor.

5.2.5. Modificiri post-translationale ale proteinelor

S-a dovedit £ majoritatea proteinelor, pentru a deveni fimtale, sunt supuse unor
modificari ce au loc dup ce procesul de sint&s-a incheiat. Asemenea modificse numesc
post-translgonale si se refe# atat la stabilirea conformiai spaiale corecte (fenomenul de

wn

impachetare”) catsi la modificirile chimice ce presupun indefarea sau aaigarea
anumitor grupri.

Impachetarea proteinelor constituie un proces eg@&l pentru ca anumite proteing s
dobandeascproprietitile fungionale specifice. Mult vrieme s-a considerat émediat dup

sinteza unei catene polipeptidice la nivelul ribogor are loc, iTn mod automat, pe baza
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interagiunilor dintre resturile de aminoacizi aqomuti, “impachetarea” (“folding”) acesteia
pentru a forma o structutridimensional.

La inceputul anilor '90 s-a pus in eviden familie specid de proteine care au primit
denumirea dechaperoné (Ellis si Van der Vies, 1991) care au capacitatea de anossie
si lega proteinele p&al “impachetate” sau, altfel spus, “digfrate” patial. Asocierea
chaperonelor cu asemenea proteine asigtabilizarea acestora gain momentul in care
sunt indeplinite condile de impachetare corégiproces ce necesiATP.

Rolul chaperonelor nu se rezandoar la participarea la Tmpachetarea cérexct

“wa

proteinelor nou sintetizate ci include stabilizang@teinelor denaturatei “Indrumarea”
(,targeting”) proteinelor “imbtranite” pentru distrugere la nivelul lizozomild€haperonele
mai sunt implicate in procesul de translocare a&eprelor prin membranele mitocondriaie
n rearanjarea subudiiior proteice Th complexele macromoleculare.

Insemritatea deoselita corectitudinii procesului de Tmpachetare a atmproteine
a fost dovedit in urma descopeririprionilor , agemi proteici infegiosi responsabili de
maladii neurologice degenerative foarte grave, anrin boala Creutzfeld-Jacai boala kuru
la om sau maladia “vacii nebune” de la bovine (&opatia spongifor bovim =
ESB)(Prusiner, 1995, Taubes, 1996). Iffe@ste asociatcu prezeta intesutul afectat a
unor proteine modificate, rezistente laiaegea proteazelor, care au fost denumite priorf? (Pr
= “proteinaceous infectious particle”). Cerde efectuate asupra acestor proteine au condus
la concluzia & ele sunt derivate de la proteine normale, Tn uramor modificiri
conformaionale. Mecanismul exact al acestei conversii con&ionale nu este cunoscut dar,
se pare &£ n acest proces este impligat proteird de tip chaperansi o suré de energie. In
prezema lor, proteina normal(notati PrP) este dexfurati (denaturat) si apoi reimpachetat
intr-o formi anormad, sub influea unei molecule prionice (PrPsc).

Conform studiilor recente legate de confotimamoleculelor prionice, proteina PrP
normak de lasoarece prezifttrei regiuni spiralate de tip-helical (catena polipeptidicse
rasucate casi cum s-ar incaici pe suprafg unui cilindru)si doui cu pliere de tip (pliere a
catenei polipeptidice in care segmente rectiliféi @esteia sunt juxtapuse in zigzag, ca un
metru de tampgkie incomplet strans) (ZarngaDumitru, 1996; Lasmezas colab., 1997). In
schimb, Tn cazul proteinelor anormale PrPsc pli@sta aproape in intregime de flipacest
tip de structut explicand insolubilitatea in detergesi rezistena la proteoliz.

Inocularea animalelor de laborator cu diltparte mari de omogenat de creier infectat

cu prioni este urmatde o acumulare in creierul acestora a unuianumare de proteine
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infectioase (PrPsc). Descoperirea mecanismului de reaeanpnformaonak (a-helix —-
pliere) ,in vitro” a PrP normale, catalizat de fansa patologic a permis stabilirea unui
scenariu in care primele molecule de PrPsuuap (prin infegie sau prin mutge genic)
interagioneaz direct cu PrP pe &sul ce acestea se form@aZmpunandu-le propria lor
conformaie (Zarneasi Dumitru, 1996).

Secrdgia proteinelor. Oda# sintetizate, proteinele sunt redistribuite la hive
celulelor in vederea Tindeplinirii futiei pe care o au. Majoritatea proteinelor sunt
citoplasmatice deoarece, dugintez raman la nivelul citoplasmei. O @lparte a proteinelor
celulare sunt localizate la nivelul membranei plasoe sau sunt liberate Tn sipd
extracelular. In cazul celulelor eucariote, prodéénsintetizate in citoplasinrebuie & ajungi
la nivelul mitocondriilor, a lizozomilor, a peroxamilor sau a nucleului (proteinele nucleare).

Studiile efectuate asupra unor tipuri de celule acote (de exemplu, celule
pancreatice) au dovediti qproteinele care au altdestingie decéat citoplasma (proteinele
extracelularesi cele lizozomale), dup sintez, ajung mai intai Tn interiorul reticulului
endoplasmic (RE). #& cum se cungge, reticulul endoplasmic reprezinun sistem de
canalicule la nivelul citoplasmei, asigurand traors intra-si intercelular al unor substgn
O parte a reticulului endoplasmic este asociatlmsomi, astfel & proteinele nou sintetizate
trec rapid in lumenul RE. Se punedmsoblema modului in care aceste proteine traveisea
membrana RE.

Cercetrile realizate Tn cazul unor tipuri variate de pine au dovedita in cazul
celor ce vor fi secretate, sau care ajung la nivaembranei plasmatice, in lizozomi sau n
lumenul RE, la cafiul amino terminal exidt o secvetd speciai format din 25+ 1
aminoacizi denumit secvers “leader” (sau secvei semnal). Ea este sepdrate restul
proteinei (proteina matay printr-un situs special numit situs de clivareotpolitica,
recunoscut de o proteagpecific.

O parte dintre proteinele ce ajung in lumenul REtssupuse unui proces de
glicozilare (N-glicozilare la nivelul grufrii NH, a asparaginei sau O-glicozilare la nivelul
grupariic OH a resturilor de serin sau treonidd din proteird), proces necesar acini
functionale a multor tipuri de proteine (AbeijgnHirschberg, 1992).

In ceea ce privge eliminarea proteinelor din lumenul RE (care ¢itumie un sistem
inchis, “fira iesire”) se consideér ca acestea sunt transferate complexului Golgi prin
intermediul unor vezicule de transport. La niveldmplexului Golgi, proteinele sunt
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impachetate”, introduse n alte vezicule caren fuziune cu membrana plasmatiasigus
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eliminarea proteinelor in exteriorul celulei. Tat hivelul complexului Golgi ajungi
proteinele (enzimele) lizozomale care, dupcunoateresi “sortare” dintre celelalte proteine
sunt transferate in lizozomi.

O situgie speciad apare in cazul proteinelor citoplasmaticedeoc destinge sunt
mitocondriile si cloroplastele (in cazul celulelor vegetale): aegwoteine sunt sintetizate la
nivelul ribosomilor liberi (neasodiacu RE) sub forma unor pre-proteine ce prezila
extremitatea Nbl secvera semnal (Settlesi Martienssen, 1998). Secwan semnal a
proteinelor mitocondriale ceime un nunar variat de aminoacizi (12-70 aminoacizi), rolalis
fiind acela de a “conduce” proteinele respectiventeriorul mitocondriei, dup traversarea
dublei-membrane a acesteia (se pare la nivelul pogy. In cursul procesului de traversare a
membranelor mitocondriale are loc clivarea protexlia secvetei semnal deitre peptidaze
specifice.

In cazul cloroplastelor, s-a evid@t existefa a doéd secvege semnal: una care
mediaz transportul din citoplasinin interiorul cloroplastului, ea fiind elimir@ata nivelul
membranei plastidialgi 0 a doua secveh semnal care asigutrecerea proteinei respective
prin membrana tilacoidalSettlessi Metierssen, 1998).

Proteinele ce au drept destieanucleul sunt sintetizate in citoplasmhup care sunt
translocate Tn nucleu prin intermediul unor poeapli. Se pare&in procesul de translocare
ar fi implicate scurte secven de aminoacizi care ar reprezenta sevesemnal necesare
traverdgrii prin porii nucleari (Izaurraldei Adam, 1998).

Trebuie ficutd o precizare: o pre-protaéimu trebuie confundatcu o pro-proteisn Cel
mai concludent exemplu este cel a insulinei: adgarstteiri este sintetizétsub forma unei
catene polipeptidice lungi, pre-proinsulina cetomla captul N-terminal o secvas semnal.
Proteina este apoi secrat@ RE, Tn cursul translagi fiind eliminata secvera semnal, astfel
ca in lumenul RE ajunge o forrscurtal a acesteia, proinsulina. Aceasta este apoi pegiucr
prin eliminarea regiunii mediane a proinsulineitfelsincat se formedz doui catene
polipeptidice care se unesc prin intermediul unotipdisulfidice.

La procariote, procesul de sefieea fost mai bine studiat decéat in cazul eucdoate
Cele mai multe experimente au fost efectuate cuebadin genulBacillus cunoscute ca
eliminand in mediul extracelular un nammare de proteine. De asemenea, mecanismul
secreiei proteinelor a fost examinat in cazul bacteriei Gram negatiecoli, dat fiind
existena spaiului periplasmic localizat intre peretele celufamembrana extetn In acest

caz, Blightsi col.(1994) au propus utilizarea a dougjiuni: aceea de “export” pentru
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transportul proteinelor din citoplagnin spaiul periplasmicsi termenul de “seckg” pentru
transportul proteinelor din citoplagrin mediul extern.

S-a dovedit & majoritatea proteinelor ce se elififin mediul extern preziatla
capitul amino terminal o secvegnsemnal formditdin 15-30 aminoacizi hidrofobi. Ghidatle
aceast secveri semnal, proteina traverséamembrana plasmaticin timp ce secveaa
semnal #mane la nivelul membranei, ea fiind sepam restul proteinei prin ganea unei

proteaze membranare (fig.50).

Secventa semnal Situs de clivare proteolitica

[ I I
NH2 / Proteina matura COOH

Regiune hidrofobi formati din 10-15 aminoacizi

Fig.50. Diagrama unei secuersemnal atate la extremitatea amino termifaal unei
proteine ce va fi eliminatin mediul extern

Datele recente confirinfaptul & procesul de seaie a proteinelor la bacterii este un
proces complex, in care sunt implicate numeroasteipe de transport ce formé@amn
“translocon” (mecanism dependent de proteine se&re}, precumsi proteine de tip
chaperone care asigurconformaia optima necesar secrdgiei, fiind evideniate unele

aseninari cu mecanismele de setieedescrise la eucariote.

5.2.6. Degradarea proteinelor

Proteinele celulare, dagndeplinirea rolului pe care 1l au, sunt supusei ynoces de
degradare care are drept scop inlocuirea proteiffebrhi” cu proteine “noi” (“turnover”
proteic), procesul fiind foarte selectiv. Cauzeigtrdgerii proteinelor sunt multiple. Deseori,
in urma procesului de traducere proteinele sirdtdizorezint erori in ceea ce prige
compoziia in aminoacizi; unele proteine suf@lteidri chimice ca urmare a oXidi devenind
astfel incapabile de g-realiza fundile; Tmpachetarea incorect proteinelor etc (Jentsch,
1996).

Degradarea proteinelor se datogedn principal, agunii proteazelosi, desi este mai

bine studiat la eucariote procesul este destuluiea punoscut. Proteazele eucariotelor pot fi
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incluse 1n trei grupe 1n fugie de agunea pe care au asupra proteinglate localizarea lor
(Lewin, 1997):

* proteaze implicate in evenimentele de procesaréeqitici ce conduc la
ohtinerea de proteine “mature”, fuimnale, sau care deterndireliminarea
secverei semnal de la nivelul proteinelor secretate;

» proteaze lizozomale, localizate la nivelul lizoztomi implicate in degradarea
proteinelor structurale importate in celule precgirin autoliza ce are loc in
cursul dezvolrii;

» proteaze citoplasmatice ce formg&azomplexe macromoleculare numite
“proteasomi’. Aceste agregate proteolitice degradeproteinele din citosol
(determinand completa convertire a proteinelordgrente foarte mici), iar in
anumite cazuri realizeapreluciri specifice ale proteinelor.

Mecanismul exact al procesului de degradare a ipelte este departe de a fiétes,
mai ales datne gandim & uneori el nu poate fi prézut. Un exemplu in acest sens este cel
al proteinelor musculare care ncep #e degradate in congi de inaniie, furnizand

aminoacizii necesari gluconeogenezei (EKidElliot, 1997).
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