REPLICAREA (BIOSINTEZA DNA)
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Organismele vii trebuie sd-si pastreze nu numai ol
integritatea secventei nucleotidelor din DNA (repa- P o
rarea), dar sd-si reproduca foarte exact si subtil DNA ;i v G
propriu in mitoza celulard. Enzimele replicarii actio- gl

neaza perfect si rapid (la bacterii intr-o secunda se
polimerizeaza pina la S00 nucleotide). Operativitatea
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si precizia sunt datorate unui complex multienzima- 4 b L
tic—mecanism perfect compus din diferite proteine. &Tw oy :
In procesul de replicare informatia codificata in -
secventa bazelor moleculei de DNA parental este i
transferata cu o exactitate maxima celulei-fiice de £ ';::3
DNA. Replicarea se bazeaza pe impachetarea com- o0
plementara a bazelor nucleice. Activitatea matricea- 24
la a DNA se manifesta prin faptul ca secventa L!*i-‘::r:‘f”f‘“*
nucleotidicd se reproduce prin aceastd impachetare  Sge 111 o’
i \\‘e\ TR
complementara a bazelor (fig. 2.13). Ao
Replicarea consta in desfacerea dublului helix Padagon. |
parental si construirea catenelor pe fiecare dintrecele {10 =
2 catene complementare — replica celor dintii. Re- =™ & "\ &
zultd 2 molecule de DNA identice cu parentala. =~ DNA Molecule.  DNA
parcntal fiice parcntal

Fiecare dintre ele conserveaza o catend parentala
veche. Asadar, procesul replicdrii e semiconserva-
tv.

Figura 2.13. Replicarea DNA
dupa J.Watson si F.Crick

Precizarile lui J.Watson si F.Crick au fost confirmate de M.Meselson si F.Stahl,
care au cultivat Escherichia coli in diferite medii cu izotopi marcati. in 1956 a fost
descrisa prima enzima ce catalizeaza polimerizarea fermentativa — DNA - polimeraza.
Procesul de biosinteza este deosebit de complex si necesita urmatoarele:

1. Prezenta matricei DNA (templata).

2. Prezenta celor 4 dRN trifosfati— dATP, dGTP, dCTP si TTP.

3. Prezenta ribonucleozid trifosfatilor — ATP, GTP, CTP, UTP.

4. Prezenta ionilor de magneziu.

5. Sistem multienzimatic in baza constituentilor:

a) helicaza — enzima ce realizeaza desfacerea dublului helix parental in doua
catene complementare. Desfacerea decurge treptat, in portiuni mici de DNA, pe
masurd ce replicarea avanseaza. Cele doud catene vor ramine separate ca urmare a
interventiei proteinelor de stabilizare (SSB) a DNA monocatenare. La desfacerea unei
perechi de baze se utilizeaza minimum 2 molecule de ATP. Unrol importantla desfacere
ilrevine unei enzime — topoizomerazei,

b) RNA primaza sintetizeaza mici fragmente de RNA - primer;

¢) DNA polimeraza preia indicatiile de la matricea care decidesecventa mononu-
cleotidelor in catena nou-sintetizata (o sintetizeaza in directia 5' —s— 3'). Enzima are
si 0 actiune exonucleazica, excizind nucleotidele de la ambele capete ale catenei.
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Sunt atestate trei enzime de DNA-polimeraza (1, II, IIT). Enzima exerciti si functia
de control a replicarii, asigurind procesului o eficienta sporita. Cele expuse sunt confirmate
prin:

1. Sinteza ce evolueaza in prezenta celor 4 dezoxiribonucleotidtrifosfati sia DNA
matriceal.

2. Componenta nucleotidica a DNA sintetizat, dependent de caracterul matricei, dar
nu de numérul relativ al nucleotidelor.

3. Cea mai convingatoare probd - DNA fagului FX174 replicat in vitro de DNA
polimeraza e complet contagioasa — erorile la sinteza sunt extrem de rare.

d) DNA - ligaza — enzima ce catalizeaza formarea legaturilor fosfodiesterice intre 3'-
OH ale unui fragment si 5'- monofosfat ale celuilalt. Reactia necesita ATP sau NAD*
(la procariote). Capetele trebuie sa apartind moleculelor bicatenare de DNA, in
cadrul reconstituirii sau splicing-ului catenei de DNA la recombinarea genetica.
Procesul decurge in felul urmator: ;

1.E+ATP == E-AMP+PP,

(aminogrupa lizinei din enzima se leaga cu fosfatul din AMP)

2. E-AMP + P-5-DNA == E + AMP-(P)-5'-DNA.

3. DNA-3'-OH + AMP-(P)-5'-DNA == DNA-3'-(P)-5'-DNA + AMP
4.PP. + HOH > 2P,

Forta motrice a procesului de sudare a catenei e hidroliza pirofosfatului.

Recent s-a stabilit cd sinteza DNA se cupleaza cu desfagurarea DNA parental. Lo-

calizarea acestui proces e denumita furca de replicatie. Ea incepe intr-un loc anumit cu
extinderea la aceeasi viteza in ambele directii (fig. 2.14).

1 1
Topoizomeraza ==}

)

DnaB - Helicaza

Proteine de stabilizare »
Primozoma DnaB -

DnaC complex

N

N

§
{\\ NMP
& 1 ki e

&
s  Ligaza. 5
Lantul lider 3" Lantul succesor

Figura 2.14. Imaginea schematici a proceselor fermentative in regiunea bifurcafiei
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Enzima helicaza (Dna B), ce desfagoara DNA,
conduce la formarea superspirelor (torsiuni
pozitive) intr-o molecula inelara. In regiunea furcii
DNA parental se rasuceste cu o viteza de 100
rotatii pe secunda. Continuarea procesului de

e replicare implica lichidarea acestor structuri

f’ repetabile -9pb ~ formate de rotatie. Topoizomeraza (DNA

giraza) efectueaza rupturi monocatenare, apoi

sudeaza legatura fosfodiesterica si favorizeaza re-
laxarea structurii tertiare a DNA.

Initierea specifica a unui ciclu nou de
replicatie este determinatd de complexul de
proteine specifice (Dna A), aductor al complexului
de proteina Dna B - Dna C la portiunea anumita a
genet, adicd punctul (origine) de replicatie(OR).
Timpul de initiere a replicatiel este o valoare critica
coordonata cu mitoza celulei. Proteinele Dna B se
deplaseazd pe DNA, utilizind energia hidrolitici a
ATP. Enzima serveste drept semnal pentru
activarea primazei. In fig. 2.14a este redati initierea
replicatiei la E.coli.

S-a stabilit ca DNA polimeraza nu e capabila
sa initieze sinteza catenei. Ea are nevoie de un
fragment cu grupa liberd 3'-OH. Acest fragment
este sintetizat de primaza (Dna G - proteina) -
l Replicarea un fragment complementar cuplat la DNA

Tandemul A=T(13) Site-urile de fixare a Dna A proteine de segmente repetabile -9pb

d)GATC INTINTTTT

TTATCCACA

Figura 2.14a. Initierea replicatiei (model) la E.coli:
a) Aproximativ 20 molecule proteice Dna A legate cu ATP se fixeazd de cele 4 segmente repetabile ce contin
9 perechi de baze. DNA se ataseaza la acest complex.

b) Tandemul compus din cele 3 segmente A=T (13) cu baze repetabile este denaturat secvential.
¢) Hexamerul DnaB proteine se asociazd cu proteinele DnaC. DnaB helicaza pregateste despiralizarea
DNA pentru sinteza primerului in replicare.
d) Aranjamentul secventelor in crearea furcii replicative ori C.

matrice. Primaza nu solicitd initiator al sintezei. DNAp supravegheaza fragmentul
sintetizat de primaza i inldturd toate nucleotidele necomplementare (activitatea
exonucleazica 3' —= 5'), posedind functia de autocorectie, numai dupa care incepe
procesul de sinteza catalizat de un complex multienzimatic (holoenzima). Grupa 3'-
OH aribonucleozidului e un initiator al sintezei DNA.
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Cum se produce elongarea? Se declanseaza un atac nucleofil al capatului 3'-OH pe
atomul de fosfor (P), in apropierea ribozei din dRNTP ulterioara. Se formeaza o
legiturd fosfodiestericd si se elibereaza pirofosfatul-hidroliza, caruia determina
polimerizarea propriu-zisa. Elongarea se produce in directia 5' —» 3'.

& : _‘ : --’ T
Primer ﬁ§§§oﬂos :

DNA templata /ﬁ :
8| @

| , Elongarea catenei de DNA 4
Dezoxiriboza
Fenomenul e procesiv, adicd enzima aditioneaza multe nucleotide, fiind legata si
dirijata de matrice. Catenele DNA parental nusunt paralele, adica orientarea sintezei
pentruocatenie 5" —= 3!, jarpentrualta-3' —= 5'. Toate DNA cunoscute pina
lamoment sintetizeaza numai in directia5' —= 3'. Cumare loc sinteza celorlalte catene?
R.Okazaki, renumit savant japonez, a determinat ca o bund parte a acestel catene se
prezinta sub forma unor
segmente de nucleotide

Ll | bamilder (100200 la - eucariote i
o i ‘- . 1000-2000 la procariote)
g w; Langul.succcsor (ﬁgzls)
“BnaB & Sep——— Persistenta lor e
helicaza ¥ e s fragmentard, de scurté
}E’rﬁﬁaza A& SSB RNA primer durata si se apropie efectiv

; in fr.Okazaki
primer

Sinteza lantului
succesor DNAp III

Figura 2.15. Sinteza fragmentelor Okazaki
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de bifurcatie.

O datd cu avansarea
bifurcatiei, fragmentele se
leaga covalent cu ajutorul
DNA-ligazei si se formeaza
catena fiica, catena in care
polimerizarea fragmentelor in
directia 5' —= 3' se
produce lanivel atomic, pe
cind la nivel general se
extinde 1in directia



Figura 2.16. Modelul replicarii in replizom,
cu replicarea simultana a ambelor catene

3' —» 5'. Sinteza ficcarui segment Oka-
zaki necesitd primer; DNA polimeraza [
sintetizeaza in continuare catena gi, avind
o actiune exonucleazica, exclude
primerele. In fine, fragmentele vor fi sudate
de DNA ligaze, cu consum de ATP. Dar
fiindcareplicarea e bidirectionala, pe cea-
laltd bifurcatie a replicarii procesul decurge
identic. Datorita fidelitatii sporite, se
mentine capitalul genetic al speciei (fig.
2.16).

Ce factori reclama sinteza
primerului? De ce DNAp nu sintetizeazd
catena de novo? S-a stabilit ca daca
enzima ar avea O anume capacitate
rezultantd, ar fi incompatibila cu fidelitatea
inaltd a acestui proces. Pentru a forma o

noua legatura fosfodiestericd enzima controleaza perfect geneza perechii de baze
complementare. Functia de redactor permite reducerea greselilor pind la minimum.
RNAp nu poseda o atare functie si, eventual, apar falsuri de imperecheri. De aceea, se
sintetizeaza un fragment de nucleotide cu o fidelitate joasa, dar numai temporar, DNAp
le controleaza si exclude greselile (o eroare la 10*'° perechi de baze). Se cunoaste ca
sistemele enzimatice autocorectoare nu pot initia

sinteza de novo i toate enzimele care initiaza o astfel ) CW >

de sinteza nu sunt capabile de autocontrol si, in felul 3 5

acesta, creste mult numarul de mutatii. l E
Repararea DNA. Totusi, o multime de reagenti _‘

chimici si fizici provoaca lezari structurale in DNA.
Celulele poseda mecanisme specifice de reparare.
Multe modificari pot fi reparate datorita faptului ca
informatia genetica se contine in ambele catene §i
poate fi pastrata in secventa de nucleotide, data fiind
functionarea unui ansamblu de enzime de reparatie
care controleazd DNA si-1repara. Procesul decurge

conform fig. 2.17.

1. Una dintre metodele de reparatie o constituie

L L AT

DNAp

excluderea dimerului de pirimidini, care apare sub +----HILIIIIIELALIAEILL

influenta razelor ultraviolete:

a) Endonucleozidazele specifice (E) taie catena LNA

st fragmentul iese din helix.

liigaz%TTTT

b) DNAp (I) repard, concomitent sintetizind Figura 2.17. Repararea fragmentului de
normal catena. Ca primer serveste 3'-OH liber al PNA4
lantului intrerupt, iar ca matrice se utilizeaza catena
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complementara.

¢) Dimerul este exclus sub actiunea exonucleazica a DNAp.

d) Sudarea o executa DNA-ligaza.

Mentionam maladia xeroderma pigmentosum in care pielea e deosebit de sensibila
la razele soarelui, la ultraviolet. Epiteliul devine uscat, se atrofiaza, apare cheratoza,
sunt afectati ochit. In consecinta, apare cancerul pielii, bolnavii mor de timpuriu.

Studiind fibroblastii pielii, s-a constatat ca la acesti
bolnavi nu sunt exclusi dimerii pirimidinici. Faptul se expli- Rest glucozofosfat
ca prin lipsa activarii endonucleazei ce hidrolizeaza catena i
de DNA in preajma dimerului.

Dimerul poate fi scindat si fotochimic. Toate celulele | Dezaminare
continenzima fotoreagenta, care-1 identifica si-1 scindeaza, 4 spontand
utilizind energia luminii (DNA fotoliaza). i

Fluctuatiile termice dezordonate ale moleculelor din ce-

CGAG TA GG

lule pot modifica mult starea genelor. DNA al fiecarei ce- ,

lule in 24 ore pierde 5000 de resturi de purini (apurini- | Eﬁ;ﬁ?
zare), 100 de citozine isi pierd grupa NH,(pag.142). |

Dimerul de timina (legaturile covalente intre 2T) dejaa i s

fost descris. Cum se mentine stabilitatea genelor?

1. In mod analog, cu excluderea dimerului de timina. .l_c - !h?;:?eazcic
Alte modificari vor fi excluse datorita functionarii diverse- §§ e W
lor nucleaze de reparatie. eare lipseste baza

2. DNA — glucozidazele (peste 20) exclud bazele
modificate. S-au depistat multe enzime (circa 50), ce ~LAR- AR
repar DNA modificat. Care-i cauza cd DNA poseda ~ | DNA-
timina, dar nu uracilul cu toate ca ambele baze se l%‘%ﬁ?ﬁ;ﬁ

GC T CAT C

imperecheaza cu adenina. De ce uracilul metilat se identifica
numai in DNA? Cert e ca metilarea utilizeaza multa energie.
S-a stabilit ca citozina in DNA spontan se dezamineaza,
formind uracil (proces mutagen). Figura 2.18. Uracilul din DNA

Mutatia apiruti se repara sub actiunea sistemului de €3¢ excis si inlocuit cu baza

. B . > . . primarda - citozina
reparatie, care identifica uracilul strain (fig. 2.18).

1. Uracil-DNA — glucozidaza — hidrolizeaza legatura glucozidica a uracilului cu
dezoxiriboza (baza este eliminata).

2. Endonucleaza specifica identifica defectul si scindeaza scheletul in preajma
bazeiin lipsa ei.

3. DNAp sintetizeaza catena — include citozina complementara guaninei in catena
Intacta.

4. DNA-ligaza sudeaza catena nou-sintetizata.

Prima enzimd uracil-DNA — glucozidaza—nu exclude timina, fiindca grupa CH, e
indicele diferentierii de citozina dezaminata. Daca n-ar fi acel CH,, uracilul adecvatnu s-
ar deosebi de cel format din citozina si defectul ar rimine neobservat, conducind la o
mutatie.
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Sistemul de reparatie solicita un astfel de uracil aparut (mutagen) si lasa intacta timina,
inhibind mutatiile. Se considera ca timina se utilizeaza pentru amplificarea exactitatii
informatiei genetice. RNA nu se repard si utilizeaza uracilul ca bloc de constructie mai
teftin.

Particularitatile biosintezei DNA la eucariote

Replicarea DNA la eucariote se desfasoard dupa un mecanism asemanator cu cel de
la procariote, prezentind unele particularitati:

1. Replicarea la eucariote este la fel semiconservativa.

2. Complexitatea organizarii materialului cromozomial la eucariote face ca fragmentele
Okazaki sa fie mult mai scurte (150-200 nucleotide), fata de procariote (1000-2000
nucleotide).

3. Tot datoritd nucleozomilor, furca de replicare se deplaseaza mai lent la eucariote
fata de procariote; la eucariote se adauga lantul de DNA 3.000 nucleotide/min, iar la
procariote 16.000 nucleotide /min.

4. Datorita marimii moleculei de DNA, la eucariote exista mai multe FR, de unde
sinteza incepe simultan (~100). Daca ar exista o singura origine de replicare, sinteza
DNA pe un cromozom ar necesita circa 800 ore; dar intreaga replicare se desfasoara in
faza S a ciclului celular, deci in 8-10 ore, ceea ce se explicd prin inceperea replicarii
simultan, in mai multe puncte de replicare.

5. Originea furcilor de replicare nu este intimplatoare de-a lungul unui cromozom; ele
sunt grupate intr-o anumita zona a cromozomului, alcatuind o unitate de replicare sau
replizom.

6. La eucariote DNA-polimerazele sunt de asemenea de mai multe feluri: o, 3, v, 3.

- DNA-polimeraza o este implicata in replicarea DNA nuclear. Este o proteina
oligomera alcatuita din patru subunitati i se pare ca este responsabila de sinteza lantului
SUCCESOT.

- DNA-polimeraza  are mai degraba un rol reparatoriu datorat actiunii sale
exonucleazice ' —* '3,

- DNA-polimeraza y este implicata in replicarea DNA mitocondrial.

- DNA-polimeraza d este raspunzétoare de sinteza lantului conducitor, manifestind
sioactivitate3' - = 5'exonucleazicd; este asociatd cu o proteind numita antigen nuclear,
care-1stimuleaza activitatea.

7. Biosinteza DNA are loc numai in faza S a ciclului celular, separata de mitoza prin
fazele de gol sintetic G, 51 G,. In cursul acestei faze DNA nuclear este replicat in intregime
si 0 singurd data per ciclu celular; respectarea acestui imperativ este posibila datorita
unor procese de metilare, care marcheaza covalent molecula de DNA ce a trecut prin
experienta replicirii. Metilarea se realizeazi la citozind, formind 5-metil-citozind si are
loc sub actiunea unor metilaze care folosesc S-adenozilmetionina ca donatoare de grupéri
metil. Secventa recunoscuta de metilare este: 5'-CG-3'

3-GC-5'

La cucariotele superioare un numar restrins de celule se divizeaza activ; cele mai

multe sunt retinute in faza G, de nondiviziune. Decizia intrarii din faza G in G, siapoi S
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este luata de proteine cu activitate Kinazicd, activare prin interactiunea cu diverse cicline,
a caror concentratie sufera modificar profunde de-a lungul ciclului celular.

8. Ritmul sintezei de histone este similar celui de sinteza a DNA -ului; infaza S a
ciclului celular cantitatea de DNA si histonele se dubleaza. Cele vechi ramin in nucleozom
pe una din celulele-fiice. Cele noi sintetizate se unesc in nucleozom pe cealaltd catena.

Telomeraza

Incontestabil, complexul replicativ
se migca pe catenele antiparalele ale

dublului helix, simultan in directii 5~ y 3
diferite. Sinteza unei catene-fiiceeste ~ —— H%ﬁ,
continud, iar cealaltd se sintetizeaza 3 4 ; \
sub forma fragmentelor Okazaki, care  Replicarea | e, /’ 3
sunt reparate prin excizie, completate Y / 5 /// 615'
cu dezoxiribonucleotide si apoi cusute B bzl

 DNA parental
3

de DNA-ligazi. DNAp pot adduga — i
nucleotide numai la capatul 3' al
catenei crescinde, fiindca nu exista
enzime pentru elongarea nucleotidelor

1 1

3

3 Lantul suécesor 3

lacap 5.

Ultima din RNA primer nu poate fi Prinieval ettt .
completatd ca replicd de DNA, dat : :
fiind ca eventual nu existd ceva ce Gap ' & 5
necesita prelungire. De aceea, capatul
3'al catenei-sens din DNA parental J Telomeraza
este nereplicat, iar capitul 5'al catenei L 3
antisens-fiicd de DNA este mai scurt - -
si, deci, capatul 3' al catenei-sens X 1 € 3

parentale este necuplat (fig. 2.19). . /DNA polimeraza
- TTAGGG repetabile :

Savantul A.Olovnicov (1971) a ' 3
sugerat ideea cd, potential, existd un 3 —ﬁ_’
mecanism biologic specific, ce . " ; 7 3

‘igura 2.19. Rolul telomerazei in mentinerea
prevede efectul dat. Se presupune, de  spucrurii DNA
altfel, ca acest posibil mecanism e activ
in celulele sexuale, cancerigene si in celulele organismelor ce se inmultesc vegetativ. Nu
este activ mecanismul in majoritatea altor cazuri §i, in particular, in majoritatea celuielor
somatice.

Studiile au confirmat, mult mai tirziu, prezenta enzimei ce compenseaza scurtarea
DNA in majoritatea celulelor enumerate si ea a fost numita telomeraza — transferaza
terminala a telomerei.

Functia constd in cresterea unui hexanucleotid repetabil multiplu (TTAGGG) la
capetele DNA nuclear, ce formeaza asa-numita telomera la om. in final, nu se pierde
mesajul genetic si nu e dereglat mecanismul de descifrare a Iui. Asadar, problema azi
constd In replicarea incompleta a catenei intrerupte de DNA, insé daca cromozomul
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dispune la capatul 3' de proeminenta unicatenara overheng, apoi are loc o replicare
incompleta sia catenei lider.

Telomeraza prezinta o enzima-ribonucleoproteid compusa din RNA si proteina. Ea
compenseaza marginalitatea replicérii obisnuite, utilizind dezoxiribonucleotide si camatrice
o parte din succesiunea RNA, subunitate a telomerazei. Enzima poseda functie de
transcriptaza inversa celulara — revers transcriptaza.

Telomeraza protejeaza cromozomul de degradare si preintimpina alipirea
cromozomilor intre ei. E stiut ca DNA-polimeraza e capabila sa sintetizeze in directia
5" —= 3, utilizZind RNA-primer ca initiator, apoi, dupé inlaturarea lui, capétul 5'-terminal
al replicii ramine nereplicat. Si, in consecintd, la fiecare diviziune celulard cromozomii se
micsoreaza. Aceste particularitati ale replicarii determina formarea conceptului ca
telomeraza poseda un mecanism specific deosebit, ce determina longevitatea celulei.

Studiul genelor ce codificd subunitétile RNA a favorizat aplicarea testelor genetice-
cheie, ce au confirmat ca RNA-telomerica dicteaza succesiunea nucleotidelor in
telomerele cromozomiale in vivo.

Subunitatea proteica TRT (Telomerase Reverse Transcriptase) a fost depistata in
organismele filogenetic neinrudite (de la unicelulare pina la om), ce confirma ca poate fi
universala pentru eucariote care poseda telomeraza.

Unele proprietati ale TRT nu difera de cele ale cunoscutelor revers transcriptaze si
functioneaza in complexe ribonucleoproteice stabile. S-a stabilit ¢ RT (revers
transcriptaza) SID-ei poate fi transformata in enzima ce functioneaza ca telomeraza,
preschimbind simplu ionul Mn*™ in Mg"". In atare conditii RT (revers transcriptaza) rimine
in complex stabil cu matricea RNA si multiplu copie un fragment mic din lungimea sa.
Aceste enzime poseda si unele particularitati ce le deosebesc de RT cunoscute. Sunt mai
mari, au domeniul N-terminal de baza si o distanta neobisnuit de mare intre motivele A si
B. Sunt modificari in resturile aminoacizilor in domeniile RT, care au caracter de
conservatism vadit printre celelalte RT obisnuite.

Datele recente permit reprezentarea schemeti constructiel moleculare a TRT. Activitatea
catalitica a telomerazei necesita numai 2 componente: RNA siproteina TRT. Un argument
convingator este reconstructia activitatii telomerazei din subunitatile recombinate izolate,
purificate de RNA si TRT. Alte proteine sunt fixate de acest complex si pot avea un alt
rol decit acel de participare la formarea centrului catalitic — 1au parte la procesul de
reglare a activitatii telomerazei.

Mecanismul elongarii capetelor cromozomului este redat in figura 2.20. Se alungeste
capitul 3' al DNA, si datorita lui punctul extrem din replica 5' se misci spre dreapta. In
continuare catena complementara se elongheaza, cu implicarea DNA-polimerazei.

Mecanismul sintezei G-catenei de telomeraza se studiaza mult mai intens, decit acel al
sintetizarii catenei complementare C.

Exista, posibil, 2 mecanisme de sinteza a catenei C.
a) Prin utilizarea catenei G ca primer, formind bucle:

— o ————— et

=2 ) - .
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RNA templatd

Telomeraza

{a) DNA 5%--TTTTG

e

k‘olimcrizarea si hibridizarea

(b}

l Polimerizarea  proteine fixate

de telomere
e

CA lant
(d)

TRF 1 si TRF2

Figura 2.20. Mecanismul elongirii capetelor cromozomiale

Bucla este un substrat
nefavorabil pentru DNAp care
nu poate forma perechi
Watson-Crick; proteinele nu
sunt capabile sa se fixeze de
orice structuri.

b) E mai verosimil mecanis-
mul standard de initiere a
sintezei, cu participarea
enzimelor care iau parte la
sinteza catenei intrerupte:
primaza, DNA polimeraza in
complex cu proteinele cores-
punzatoare:

g i emem—

9

Analiza telomerelor din
diferite organisme denota ca
sinteza C-catenei a DNA-
telomerice are loc la fel ca si la
oreplicare bidirectionald a DNA
sau, in alte cazuri, fiind rezultatul
unei reactii de “completare”,
care substituie fragmentele G-
repetabile unicatenare in DNA
bicatenarda  telomerica.
Asemenea reactii de “inlocuire”
sunt necesare in foarte multe
cazuri de determinare a lungimii
telomerei. C-catena joaca un rol
activ in determinarea numarului
de repetari pe care telomeraza
le poate adauga la capatul

DNA. Replicarea telomerei se afla sub un control complex, implicind si nucleaze.

S-a confirmat, la mijlocul anilor 1990, ca telomeraza ce compenseaza taierca
cromozomilor este 0 enzima caracteristic pentru celulele cancerigene. In aceste celule
cancerigene telomera este scurta si stabila, iar activitatea telomerazei este foarte intensa.
Totodata, activitatea telomerazei nu e detectata in celulele somatice la om, unde DNA
telomerica lunga la nastere (12-15 mii de nucleotide) se scurteaza cu virsta, conform

1potezei expuse.

E studiata suficient telomeraza la Tetrahymena thermophila care contine peste 40000
telomere la o celuld. Aceasta enzima e depistata si caracterizatd, utilizind metoda directa,

precum si reactia polimerazica in lant.
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Caracteristica fermentativa a telomerazelor (TM):

a) In vitro TM sunt neprocesive, adica alungesc cromozomul numai o singura data,
cu o telomera repetabila.

Telomeraza laom e un ferment inalt procesiv, ce alungeste DNA-primer la sute de
repetéri. Procesivitatea e dependenté de anumite conditii. S-a stabilit ca daca primerul
are o lungime mai mica decit 10 nucleotide, el se alungeste o singura data. Procesul
poate fi intensificat, daca se adauga din abundenta oligonucleotide. Daca primerul are
mai mult de 10 nucleotide, procesul devine procesiv si DNA poate contine mii de
nucleotide.

Se presupune ca in telomeraza, pe linga fragmentul-matrice al RNA, e prezent i un
alt fragment de fixare “ancora”- site. E posibil c¢a primerii majori se fixeaza de acest
fragment, ceea ce evita disocierea produsului si-i permite telomerazei sa functioneze
procesiv. Existda modele schematice referitoare la acest proces.

b) Specificitatea de substrat — elongatia primerilor netelomerici — are loc la o
concentratie de Mg™ nu mai putin de 1,25 mM si in lipsa de K™ i Na*. Primar e alungit
capatul 3' cublocul dGGGGT. Eficacitatea ¢ dependenta de structura primara atit 5', cit
st 3' a oligonucleotidelor. Telomeraza cu aceeasi eficacitate utilizeaza in catena
polinucleotidica dezoxi, precum si didezoxiribonucleotid trifosfati. In ultimul caz are loc
finalizarea sintezei DNA.

In calitate de substrat se utilizeaza rGTP si rTTP, procesul e procesiv la concentratii
de 10-100 mkM de rTR. Pot fi utilizati si primere DNA-RNA. Ca substrat, insa, mai
convenabil din punct de vedere termodinamic este duplexul RNA-RNA.

Cele descrise, precum si datele de secventa aminoacidica in proteina telomerazica
pY5, confirma ca evolutiv telomerazele au provenit din RNA — polimeraze RNA-
dependente.

¢) Activitate exonucleazica ii permite sd hidrolizeze atit primerile, cit si produsele
sintezei fermentative. Ea inlatura toate resturile nucleotidice netelomerice si incepe sinteza
DNA intotdeauna cu dG (la procariote, la eucariote date deocamdata lipsesc). Care-1
sensul acestei activitati? Activitatea de corectie determina o sinteza corectd, aseamandtoare
cu RNAp DNA — dependenta.

Structura si functia RNA telomerazice. Sinteza la om a acestei subunitéti e
determinata de RNAp III, la eucariotele primare — de RNAp II. Conservatismul in
structura RNA e foarte mic, chiar si la organismele inrudite.

Structura primara difera nu numai in succesiunea nucleotidelor, dar si in lungimea
lor, care se mareste spre eucariote.

La majoritatea RNA telomerice regiunea matriceald se afld la o departare de 50
nucleotide de la capatul 5'. Omologia e foarte mica si la genele RNA telometrazice —
coincidenta la om si soarece este de 65%.

Structura secundara e bine studiata la tetrahimene: e compusa din 4 bucle si un
fragment unicatenar, ce contine matrice pentru sinteza DNA telomerice. Unele sunt regiuni
conservative, altele formeaza unghiuri una fata de alta (60°), motive ce ar fi recunoscute
proteinele telomerazice. Se presupune si prezenta centrului fermentativ (fig. 2.21).
Un component al centrului activ este regiunca matriceald a RNA telomerazice. Orice
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modificare in aceastd secventa a RNA
telomerazica conduce la modificari
complementare in structura primara a
telomerei.

Aceste schimbari (mutatii) nu
modificd activitatea telomerazei, dar
modifica telomera, cu consecintele
respective — o imbatrinire precoce sau
moartea celulei. Daca unele mutatii se
manifesta imediat, apoi altele actioneaza
ca o bomba genetica, ce va aparea dupa

600 replicatii, conducind la o crestere necontrolata.
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Figura 2.21. Structura secundard a RNA telomerazice
la tetrahimene

E clar ca, pe linga functia sa de matrice pentru sinteza DNA telomerazica, RNA
telomerazica ia parte la functia catalitica a telomerazei.

A fost realizatd reconstructia activitatii telomerazei si la om. S-a stabilit ca fragmentul
functional e intre 1-203 resturi; fragmentul 1- 44 spre 5' terminal nu e esential pentru
activitatea fermentativa, iar mutatiile intre 170 -199 complet inactiveaza enzima. Posibil
cd aceastd regiune interactioneaza cu proteinele telomerazice.

Proteinele complexului telomerazic.

Spirala dubla de DNA telomerica umana este fixata de proteina TRFI, care modifica
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Figura 2.22. Modelul! schematic al buclelor telomerice yi
structura domenicd a proteinelor telomerice TRF1 si TRF2.
Structura domenicd a proteinelor telomerice TRF1 5i TRF2
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conformatia DNA, formind o
superspirald, in care o rotatie e
formata din sute de perechi de
baze. S-a constatat recent cid o
altd proteind —TRF2, ce s¢ leaga
la capatul 5'-terminal al catenei C,
fixeaza telomera la «baza»
(trunchi), cu formarea unei bucle
telomerice giganta (t-bucld)
comparabild cu dimensiunile
telomerei (fig.2.22).

Structura domenica a TRF1 e
redatd schematic in desen.

Ca proteina sa interactioneze cu
acidul nucleic este necesara
oligomerizarea polipeptidelor
pentru care si serveste TRF
domenul. Fiecare moleculd de
TRF1 infasoara DNA sub un unghi
de 120°. Experimental s-a
constatat ca in prezenta TRF] e
facilitatd circulatia moleculei
scurte de DNA, compusa din



segmente telomerice repetate, ce confirma rolul proteinei in formarea structurii spatiale
telomerice.

Proteina TRF2 dupi structurd e aseménatoare cu TRFL, dar domenul final nu interactioneaza
cu domeniile omoloage ale reprezentantei urméatoare din familia respectiva i deciambele
proteine in moleculi pot exista in forma de homodimeri. TRF2, ca s1 TRF1, in consecinta
splaisingului alterativ formeaza doud variante.

S-a constatat ci TRF2 se ataseaza in regiunea contactului telomeric cu baza (desenul).
Buclele telomerice s-au depistat in cromozomii celulelor HeLa, in leucocitele periferice a om,
in hepatocitele soriceilor etc. Cele mai mici bucle contin circa o mie de perechi de baze.
Fixarea TRF2 la capatul cromozomului necesita unsegmentde DNA telomeric ce contine nu
mai putin de 6 nucleotide (TTAGGG). Cu cit mai multe sunt segmentele repetabile, cu atit
procesul de fixare e mai favorizat. Se considera ca in acest ioc DNA unicatenara-3', hibridizata
cu portiunea antiparalela partial desfasurata a spiralei duble «trunchi», formeaza aga - numita
bucla-d (displacement loop).

Consecintele fenotipice in modificarile activitatii proteinelor TRF. Lungimea
telomerelor este asociata cu virsta celulelor fenotipice. In celulele somatice, gratie lipsei
telomerazei sau a altor cauze, numarul segmentelor repetate telomerice se micsoreaza la
fiecare diviziune celulara. La fibroblasti in vitro, dublarea numarului de celule duce la
micsorarea telomerei cu 48-21 perechi nucleotidice. In vivo, la fibroblastii umani valoarea
e de 75 perechi la o mitoza. Telomera celulelor sanguine periferice la copii pierde mai mult
de 1000 perechi nucleotidice in an . Se considera ca intre 4 s1 20 ani telomerele se micsoreaza
mai incet, dar la virsta matura si senild se micsoreaza cu o viteza constanta de 30-60
perechi nucleotide anual.

Cu virsta, telomerele ating o lungime critica, la fibroblastii omului circa 5-7 mii perechi, la
care apare o imbatrinire replicativa si in consecinta— inhibitia §i stoparea proliferatiei.
Expresia artificiala a telomerazei preintimpind imbatrinirea §i e posibil de imortalizat celulele
respective, ce intilnim in celulele cancerigene. Inultimele inhibind telomeraza, e posibil stoparea
raspindirii celulelor.

S-a constatat ca expresia proteinei TRF1 in cultura celulara duce la o mitozi prematura si
moartea celulelor. Reglarea expresiei permite celulelor sa supravietuiasca, dar dupa citeva
cicluri celulare are loc micsorarea telomerelor. In conditiile de inhibare a sintezei TRF1 in
celule, ce expreseaza telomeraza, are loc o crestere lentd a lungimii telomerelor. Posibil, TRFI
favorizeazd formarea t-buclei, impiedicind cresterea telomerelor din contul activitatii
telomerazice. S-a ardtatca TRF1 in vitro inhibiba lungirea catenei C - telomerice.

Inhibitia proteinei TRF2 conduce la o stopare imediatd si ireversibila a proliferatiei. La
modifican morfologice in celulele, caracteristice imbatrinirii $i inductiei markerilor celulari ai
procesului, cromozomii formeaza structuri inelare, neperzind segmentele telomerice. in
telomerele nemodificate dispar segmentele unicatenare, fard modificir in activitatea telomerazel.

Se confirma ca nu telomera apara cromozomul de nucleaze, de aditie si ruperi in mitoza -
asta-1 functia proteinei TRF2.

Cresterea concentratiei de TRF2 in cultura de fibroblasti conduce la majorarea vitezei de
micsorare a telomerelor in procesul de imbatrinire. Efectul nu duce la o imbatrinire
precoce — celulele continua sa prolifereze. Daca numarul limita la o imbatrinire e de
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6-7 mii perechi nucleotide la celule in control, apoi la cele care expreseaza mai mult TRF2
aceasta limita e de 2-2,7 mii de perechi mai mica, ce permite ca ele sa se divizeze de 15 ori
mai mult pind la imbatrinire. De altfel, sunt preintimpinate alipirea si ruperea cromozomilor.

Se considera ca nu lungimea telomerei e cardinala pentru inducerea imbatrinirii celulare, ci
starea lor, determinata de functia protectoare a proteinei TRF2.

Experimental s-a demonstrat ¢ inhibitia TRF2 nu numai cd conduce la modificari
fenotipice caracteristice imbatrinirii, dar si provoaca modificari genetice: alipirea cromozomilor,
activarea p53, cresterea concentratiei pl6, micsorarea nivelului ciclinei A si
hipofosforilarea pRb. Inactivarea simultana a p53 s1 pRb preintimpind imbatrinirea
celulelor experimentale, determinata de inhibitia TRF2. Proteina p53 are o afinitate majora
fata de segmentul unicatenar al telomerei, catre locul de fixare a t-buclei si favorizeaza
formarea ei in prezenta TRF2.

Reglatorii naturali ai proteinelor TRF umane.

Efectul TRF2 asupra telomerei e stabilit cert in conditii de experiment, dar modulatorii
proteinei nu sunt inca identificati. A fost identificata proteina hRapl, care are influenta,
fiind fixatd pe telomere, dar ea poate interactiona si cu alte portiuni ale cromozomului.
Proteina TRF 1 ugsor modifica lungimea telomerei, fiind reglata in vivo diferit.

Proteina TRF 1 poate fi poli-ADP-ribozilata, cu disocierea consecutiva de la DNA. O
asa modificatie spatiala e catalizata de tankiraza (poli-ADP-ribozil-polimeraza ankirata
de telomera). Proteina (K.F.2.4.2.30) e partener al TRF 1, care patrunde in nucleu si in forma
saneactiva e fixata de proteina telomerica. Dupa activare, tankirazd poli-ADP ribozileaza pe
sine, cit st pe TRF1, ce conduce la disocierea complexului nucleoprotidic i eliberarea
telomerelor. Ultimele sunt disponibile pentru actiunea telomerazelor si a altor enzime.
Tankiraza se considera reglator pozitiv al telomerazei.

La om si la vertebrate sunt depistate doud izoforme ale tankirazei TNKS (1) si
TNKL (2) cu masa moleculard, respectiv, de 142 si 127 kDa. Tankiraza poseda un
domen enzimatic, alt domen fixat (ankorat) compus din 24 repetari si al treilea domen-
SAM:; ultimele participa in interactiuni proteo-proteice. Tankiraza 1, spre deosebire de
tankiraza 2, poseda si un domen suplimentar - N-terminal domen, care deocamdata nu-
1asociat cu nici o functie. Nu are localizatie nucleara si majoritatea enzimei se gaseste in
citozol, unde este supusa fosforilari si activarii de MAP-kinaza. Nu e clar daca enzima activa
este transferata in nucleu sau pulul nuclear al tankirazei este activat de MAP-kinaza
(proteinkinaza, activata de mutageni).

Ultima poate fi translocata in nucleu. MAP-kinaza este reglata de insulina si factorii de
crestere si se considerd ca gratie tankirazei organismul mentine telomerele celulelor sub controlul
hormonal.

A fost depistata o alta proteina telomerica, ce interactioneaza cu TRF1 numitd TINF2
(TRF-1-interacting nuclear factor 2) cu o masa moleculara aproximativ de 40 kDa.

Structural e asemanatoare cu proteinele TRF, avind la capatul C-terminal un domen fixator
de DNA de tipul Myb. Acest factor favorizeaza scurtarea telomerei i negativ regleaza
activitatea telomerazei, intermediind efectul TRF1. Mecanismul de actiunea TRF1 consta
nu numai in superspiralizarea DNA si favorizarea formarii buclei t. Gratie interactiunii cu
diferite i multiple proteine TRF 1, le poate concentra in apropierea telomerelor. Ea poate
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fixa proteina PinXI-inhibitor, puternic al telomerazei, care actioneaza direct asupra enzimei,
spre deosebire de alti modulatori, care vizeaza disponibilitatea telomerelor.

Recent, s-a depistat o alta proteina telomerica - Potl, ce se fixeaza de segmentul
unicatenar. Posibil, functia proteinei respective consta In protejarea acestui fragment de efectul
nucleazelor, agentilor chimici, radiatiei. Pot 1 (Protection Of Telomeres) —un polipeptid
de 71 kDa, interactioneaza cu TRF1. Actionind asupra procesului de fixare a Potl,
proteina TRF1, concentratia careia este proportionala cu lungimea telomerei, transmite
la capetele unicatenare informatia despre marimea totald a DNA telomerice. Toate
proteinele cunoscute i necunoscute ale complexului nucleoprotidic formeaza telozoma.

E de constatat ¢ numai unele proteine telomerice au omologie la alte eucariote. In
organismele model nu au fost depistate toate proteinele cunoscute in genomul uman. Evolutia
aparcurs alta cale, dar studiind, se poate obtine informatie utilizanta.

Telomera si sistemul reparativ

Radiatia ionizanta si alti factori nocivi provoaca rupturi in DNA bicatenar - DSB (Double
Strand Break). De altfel, transformarile in DSB sunt considerate ca metoda de reinitiere
a furcilor replicative lezate, ce preintimpina dublarea normala a cromozomilor in faza S.
Deosebim 2 cai concurente de reparatie a DSB: 1) imperecherea cromozomilor omologi,
recombinarea §i resinteza catenelor scurte; 2) legarea neomologica a capetelor DNA (NHEJ
- Non-Homologous End Joining). Se considera ca prima cale predomina in fazele S 51 G,
ale ciclului celular si la celulele ce se inmultesc activ (drojdiile), a doua—1in fazele G, siG,
st la celulele ce se divizeazarar (fig.2.23).

Capetele telomerei,
dacd nu Slll‘.l'[ prqtej ate det- M - Mitoza (diviziunea nucleard) si
bucla, sunt identice cu DSB citokineza (diviziunea celulari)
s b el o oy derentisie defiity
fie prin formarea aproteinelor P Go edife din ciclul

o ; celular pe timp
cromozomilor inelari sau a nedefinit
cromozomilor cudoua sau
mai multe centromere, dupa
mecanismul NHEJ. Ultima se
observa in celulele cu
telomere scurte la limita.

. . PR
Indiferent de mecanismele § - publarea DNA in PR - Punctul de restrictic —

reparative atit DSB. cit Si celuli cu sinteza RNA sia celula ce trece acest punct i se
: proteinelor permite sd treacd in faza S

P - Punctul de reintrare -
celula reintoarsa din Go
intrd in fazia G1

_,/ G1 - Sinteza RNA si a
proteinelor. Sinteza DNA
e stopati

telomerele neprotejate
activeaza proteinkinaza Figura 2.23. Ciclul celular la eucariote (in ore)

ATM, ce succede in activarea

p33 silablocarea proliferatiei, inductiei mecanismelor celulare ale imbatrinirii §1 apoptoza.
ind insd se formeaza bucla-t, segmentul unicatenar telomeric se imperecheaza cu «trunchiul»,
itind recombinatia §i in anumite conditii stimuleaza reconstructia catenei DNA.
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In componenta complexului nucleoproteidic la om, ca si la drojdii, e prezenti permanent
proteina Ku - o componentd a cdit NHEJ. E compusa din doud subunitati diferite cu
masa moleculard de 69 si 83 kDa (Ku 70 si Ku 80). Depistat in anii 80 ca autoantigen,
la care, la unii bolnavi cu maladii autoimune, se formeaza anticorpi utilizati in donare.
Protemna leaga rupturile in DNA nu numai in zona telomerica, dar si in orice alta consecutivitate
cu fisuri uni- sau bicatenare i posibil preintimpina degradarea acizilor nucleici. Isuficienta
proteinei Ku duce la generarea unor compusi cu erori (deletia) multiple.

La mamifere, fixarea Ku pe DNA duce la formarea unei proteinkinaze-DNA
dependente (DNA-PK) compusa din doua subunitati Ku si a treia subunitate catalitica (DNA-
PK_ ), activata gratie fixarii celor doud. Participarea Ku in functionarea telomerelor se studiaza
intens si unele date confirma ca durata vietii i simptomele precoce ale imbatrinirii la
soricei sunt rezultatul inactivatiei genelor, ce codifica subunitatile Ku. Date analogice s-au
inregistrat i pe cultura celulelor de om. Rolul diferit in procesele de reparatie a DSB si in
protejarea telomerei e explicabil, gratie faptului ca ambele sunt contrare dupa sens. Se
considera ca Ku are numai functie de protejare si evaluarea proceselor e in dependenta de
proteine specifice fiecarui proces: fie TRF sau sistemele de reparatie si recombinatie. Dupa
fixarea proteine Ku si activarii DNA-PK, in reparatie participd multiple proteine. Printre
ele si complexul Rad 50/Mre 11/Nbsl. Aceste proteine sunt implicate atit in recombinatii
omologe cit si In mentinerea integritatii telomerei.

Proteina Rad 50 (Radiation mutant 50) are omologie si la om, dupa forma seamana cu
miozina. Are aceeasi masa molecularda — 153 kDa. Polipeptidul are doud domenii ce
leagd DNA, aranjate la capetele N- 1 C-terminale, care poseda activitate enzimatica
ATP-azica. Identitatea aminoacidica e de 50%. Domeniile enzimatice sunt legate cu un
segment superspiralizat, aranjat sub un unghi in Z-motiv in centrul moleculei. Domeniul-Zn de
legaturd serveste pentru dimerizatia Rad 50, ce va mentine simultan moleculele de DNA,
aranjate la o distanta de 1200A.

Mpre 11 (Meiotic recombination 11) este o nucleaza, care-i prezenta atit in drojdii, cit si in
lumea animala si om. In reparatie, proteina degradeaza buclele si alte structuri incorecte in
moleculade DNA. Complexul Rad 50/Mre 11 poseda activitate atit endo-, ¢it si exonucleazica
indirectie3' —s= 5'. Functiile acestei proteine nu sunt identice in reparatie $i in mentinerea
structurii telomerice.

Al treilea component al complexului n-are omologie la drojdii i laom. Laom este o
proteind - nibrina (Nbs 1 - Nijmegen breakage syndrome), mutatia careia la nivelul celular
provoaca modificari asemanatoare cu mutatia ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutated), dar cu
o clinica diferita. Ambele molecule (Nbs | 1 ATM) iau parte la transmiterea semnalului in
aceeasi cale. Nbs 1 moduleaza activitatea enzimatica a Rad 50 si Mre 11 si-i transmite
complexului capacitatea de arelaxa dublul helix de DNA in prezenta ATP.

Informatia despre mecanismele in functionarea complexelor proteice este insuficientd, dar
se poate, lamoment, clasifica proteinele respective in urmatoarele grupe:

- a) proteinele ce mentin structura spatiald a telomerei (TRF);
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b) proteine ce determina si cauzeaza formarea heterocromatinei telomerice, moduleaza
activitatea genelor, incluzindu-le in hetero-cromatina (Rap, Rif, Sir, acetilazele histonice,
metiltransferazele);

¢) proteine ce realizeaza repararea telomerelor distruse, posibil negativ regleaza
marimea lor nucleazele (Rad 50/Mre 11/Nbs 1 51 Ku);

d) proteinele-semnale ce transmit informatia despre starea telomerelor altor structuri
(subcelulare) si initiaza imbatrinirea celulara st apoptoza (PK ATM, p53, pRb), si altele ce
regleaza proliferarea i moartea celulelor.

Imbatrinirea moleculard si dependenti de ea, regenerarea tesuturilor sunt probleme,
studiul carora continua intens. Sunt deocamdatd cunoscute doud tipuri de imbatrinire rapida
patologica, mecanismele moleculare ale cdrora fiind studiate. Sindromul Verner sau
progeria batrinilor determinat de mutatia in gena helicazei (112), ce ingreueaza replicarca
DNA si proliferarea celulelor. Bolnavii decedeaza de batrinete la virsta de 35-50 ani. Sindromul
Hatcinson-Gilford sau progeria dependentd de mutatia laminei 4 (113), ce ingreueaza
proliferarea, ca consecinta a disfunctiei membranei celulare, inbatrinirea apare pina la 20
de ani. In ambele cazuri anomaliile genetice duc la inhibitia patologica a reinnoirii tesuturilor,
care nu este consecinta scurtarii telomerelor. imbétrinirea naturali e cauzata de istovirea
limitei Hayflick - marimea telomerei se apropie de limita -2 mii perechi nucleotide, necesare
pentru formarea t-buclei. E posibil cd mecanismul telomeric al imbatrinirii e cauza
schimbului natural al generatiilor la om.

Sunt depistate proteine noi telomerice (studiu bazat pe omologie cu cele cunoscute);
s-au stabilit si genele ce le codifica. Spectrul functional al acestor proteine e foarte variat:
regleaza inmultirea celulard, transcriptia genelor, semnalizarea celulard, transmembranara,
modificatia RNA-mesager, transportul vezicular, formarea complexelor multiproteice.
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Un numar limitat de organisme nu poseda activitate telomerazica §i mentin lungimea
telomerei prin alte mecanisme: posibil, prin recombinarea sau transpozitia unor fragmente
mici — durata §1 viteza transpozitiei sunt strict controlate de celula. Se presupune
participarea telomerei, in afard de replicarea si formarea “Chep”, la organizarea nucleului
s1a cromozomilor, segregatia meiotica si mitotica. Se atestd ca pozitia telomerelor in
nucleu e perfect specializata si depinde de interactiunea lor in membrana nucleului; au
tendinta de a forma claustru de partea nucleului, contrara cromocentrului (fig. 2.23a).

Telomerele interactioneaza (claustre), formind complexe poliproteice — direct sau
indirect — printr-un component al membranei nucleare. O astfel de interactiune, posibil
s1 cumatricea nucleara, are atributie la represia genelor.

Genele aranjate in vecinatate sau la capatul telomerei sunt expuse represiei
transcriptionale nestabile — efect telomeric de pozitie. Ultimul e strins legat de procesul
excluderii genelor (silencers - inhibitie) — proces transcriptional ce determina tipul de
conjugare.

Silencers consta in formarea unei structuri cromatinice speciale de represie, cu
participarea unor proteine specifice.

Reglarea telomerazei in celulele somatice normale. La anumite etape ale
dezvoltarii, si unele celule specializate somatice poseda activitate telomerazica, care se
regleaza foarte fin i precis. Ca reglatori pot servi unii factori de crestere.

Concluzii:

a) Nu s-a depistat activitatea telomerazei in celulele somatice normale diferentiate
terminal. De exemplu: fibroblastii, fie ca se gasesc in stare normala sau proliferativa.
Deci, determinanta primard a activitatii telomerazice e originea celulei de anumit tip.
Activitatea telomerazei integral e dependenta exclusiv de capacitatea celulelor la
autorestabilire.

b) Al doilea factor ce influenteaza asupra activittii telomerazice e activitatea mitotica
celulard. Activitatea telomerazei se evidentiaza in celulele mai primitive, bazale si
proliferative.

c) Activitatea telomerazei se regleaza in procesul ciclului celular. Un factor decisiv in
reglarea activitatii telomerazice ar trebui sa fie nivelul expresiei genelor proteinelor ce
formeaza centrele catalitice ale telomerazei. Reglarea fina e dependenta si de reglarea
sintezei proteinelor asociate cu telomeraza si genele RNA matriceale.

Activatorii si inhibitorii telomerazei. Reglarea sintezei DNA de diferite preparate
vezi fig.2.32.

Dupa ce a fost determinata legatura intre activitatea telomerazica si oncogeneza,
senilitate, se exploreaza doua directii:

a) crearea DNA antisens fata de telo-RNA si

b) studierea inhibitorilor revers transcriptazelor.

Ca inhibitori servesc oligonucleotidele modificate, complementare regiunii-matrice a
RNA-telo. Ele sunt rezistente la actiunea proteinelor si a nucleazelor. Atare nucleotide
se fixeaza in mod specific de matricea RNA-telo a omului, efectiv inhibind activitatea
telomerazica in vitro. In vivo apare problema transportului inhibitorilor prin membrana
celulara si miscarea dirijata in nucleul celular.
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2’,3’- didioxiinozina (DDI)

Cainhibitori au fost testati si inhibitorii revers transcriptazelor — azidotimidina (AZT),
dideoxiguanozina (DDG), 2'3'-dideoxiinozina (DDI). Efect semnificativ asupra
celulelor imortalizate de om nu s-a inregistrat. Dupa micgorarea initiald a lungimii telomeresi,
dimensiunea se stabilizeaza si efect asupra proliferatiei, morfologiei celulare nu se mai
atesta. Studiul, eventual, va continua.



