TRANSCRIEREA (BIOSINTEZA RNA)

Spre deosebire de replicare, care antreneaza simultan

intregul cromozom, transcrierea vizeaza numai anumite portiuni 5
de DNA, s1 anume acelea care codifica proteinele necesare O G
celulei la momentul dat. Structura RNA este concludenta, = .-
dictata de structura matricei. In vivo, transcrierea este asi- S I
metrica, adica intr-o anumita regiune se copiaza o singura cosnn s
catend de DNA, desemnatd drept catend sens, spre S P o S
deosebire de cea netranscrisa — catena antisens. il
In 1961, Sol Spiegelman elaboreaza metoda hibridizd- G C—
rii, ce constd in incalzirea dublului helix DNA; depasind A T—
temratura de topire, el trece intr-o forma unicatenara. La =G CH

racirea lentd a solutiei, catenele reasociaza §i formeaza dublul ~
helix cu o structura nativa. Dublul helix se formeaza numai in Catena  Catena
cazul in care catenele de DNA provin din organismele unei RNA DNA
specii sau ale speciei inrudite. Dacd secventa bazelor din )

. = : 2 Figura 2.24. Secventele
mRNA e complementard, apoi in combinarea catenelorde  complementare
DNA si RNA trebuie s formeze fragmente hibrid DNA-  formeazd hibridul RNA-
RNA (fig. 2.24). .

Experimentele au demonstrat ca succesiunea bazelor azotate in mRNA sunt
complementare succesiunii DNA matrice. In 1960 a fost descoperita enzima ce sinte-
tizeaza RNA corespunzator succesiunii din DNA matrice.

Pentru sinteza mRNA sunt necesare:

1. Matricea DNA — de preferinta dublu helix;

2. Precursori activati— cele 4 ribonucleotide — ATP, GTP, CTP, UTP;

3. Ionii de Mg™* sau Mn™";

4. Enzima RNAp, ca si DNAp, necesita zincul pentru functionare;

5. Sinteza are loc in aceeasi directie 5' — = 3'. E analog si mecanismul de elongatie
alantului nucleotidic favorizant atacului nucleofil al fosfatului intern din urmatorul ribonu-
cleotidtrifosfat de grupa 3'-OH ai catenei crescinde. Forta motrice a procesului e hidroliza
pirofosfatului respectiv.

Particularititile procesului de sinteza RNA:

a) RNAp nu necesita prezenta primerului; £

b) DNA matricea se pastreaza intacta; A i
¢) RNAp nu poseda proprietati nucleazice. Gl
La eucariote deosebim trei RNAp: RNAp I ce asigura e Z

sinteza rRNA 28 si 18S; RNAp-II-mRNA si acele RNA care Figura2.25. 5‘”“{‘""; .
pot fi marcate la capete; RNAp-1II asigura sinteza tRNA si i e G
5SRNA, precum si RNA mult mai mici. RNA-polimeraza foloseste informatia inscrisa
in DNA matrice, acest fapt este argumentat experimental (succesiunea bazelor in mRNA
e intocmai copia complementara a succesiunii lor in DNA matriceal).

RNAp este o enzimd compusd din citeva subunititi — (o,0.,pBf'), adici e o
holoenzima (fig.2.25). Sigma subunitatea alege segmentul de initiere. Enzima fard sigma
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poarta denumirea de «core» ferment (ferment minim): o subunitatile sunt centrele
catalitice, B' — se leagd de DNA, iar [ subunitatea fixeaza substratul —
ribonucleotidtrifosfatii. Sinteza decurge in mod similar, implicind urmatoarele etape:

I. Initierea sintezei — incepe in anumite fragmente de DNA, cu o secventa specifica
ce poarti denumirea de promotor. In promotor participd aproximativ 40 de nucleotide
s1 deosebim doud locusuri —unul de recunoastere, depistat cu ajutorul subunitatii sigma,
st o altd secventa — locusul de legare laxa a RNA-polimerazei. Sigma amplifica afinitatea
enzimei pentru acest locus de 10 ori in raport cu alte locusuri de pe DNA.

1.0 importantd deosebita 1 se atribuie locusului de recunoastere (7 nucleotide) situat
la o distanta de 25 nucleotide de locusul de legare si circa 10 nucleotide de punctul de
initiere (+1). Punctul de start al transcrierii va dicta capatul 5' al transcriptului primar
RNA. Promotorii sunt situati in amonte i notati cu minus (conventional). Secventele in
aval fata de punctul de start sunt notate cu plus.Se considera ca secventa Pribnow la
procariote sau Hogness la eucariote e responsabild de exactitatea initierii (fig. 2.26).

Punctul de initiere

SR s g
I TTGACA : ; o
Secvente Pribnow UTR
o Transcript RNA
B. Promotorul eucariot Hggness Punctul start
(RNAp II) 40-200 bp iy ~25-35 b
GG GCCmra CCAATW :

GCcasete CAAT casete TATA ce FlUTR

Transcript RNA

Punctul start
+50 +70 +80 +90

C.Promotorul eucariot ~ § L
(55 tRNA) T W e—
L — + Transcript
Figura 2.26. Secventele tipice in promotor la pro- si eucariote

2. Sigma activeaza identificarea secventelor de RNA-polimeraza.

3. De asemenea 1a parte la desfacerea dublului helix al DNA pentru ca aceasta sa
serveasca drept matrice si conlucreaza la formarea primei legaturi fosfodiesterice in noua
catend a RNA.

Complexul de initiere e format, sigma-subunitate e disociata de la holoferment si
corfermentul continud procesul de elongare. Sigma se atageaza la alt corferment i ia
parte la initierea unui alt ciclu de transcriere (fig. 2.27).

II. Elongarea decurge dupd acelagi mecanism descris mai sus. O moleculd de RNAp
sintetizeaza tot transcriptul — fenomenul e procesiv §i activeaza cu o viteza de 50
nucleotide pe secunda (fig. 2.28). RNAp nu controleaza catena sintetizata, reducindu-
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Figura 2.27. Initierea transcrierii §i formarea
complexului de initiere. Reciclarea factorului sigma

Desfasurarea

Superspiralizarea negativi

?
i
1
|
|

Catena parentald

(b) Directia transcriptici

RNA-DNA
a2 hib rid

se precizia. Se comite o greseala la 10*°
nucleotide sau de 10° mai multe decit in
DNA.

II1. Finalizarea transcrierii: se reglea-
za foarte fin, la nivelul unor secvente nu-
cleotidice specifice de pe catena DNA ce
confin un numar mare de G, C, T, recu-
noscute de RNAp. Un rol important il joa-
ca proteina p (rho), care se asociaza cu
enzima i se misca cu ea. La identificarea
semnaleleor de terminare coboara de
pe matrice, incetind actiunea enzimei si
producind transcriptul cu folosirea ener-
giei ATP. Transcriptul obtinut e
autocomplementar si poate forma pe-
rechi de baze, ceea ce genereaza struc-
turi simetrice, favorizind expulzarea lui din
proces (fig. 2.29).

Daca catena se extinde in directia
5" —= 3',esteevident cd enzima RNA-
polimeraza se migca pe DNA in directia
3' —= 5'(antiparalel).

Figura 2.28. Transcriptia la E.coli. a) RNAp si procesele ce sunt cauzate de activitatea ei, b) directia

elongarii
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Dupa procesul de transcriere con-
tinua formarea moleculelor functional
active de RNA — asa-numitul

procesing, care consti in urmatoarele: e rasqeseimaccsraterinacaneal” omplary
1. «Capw-area. La capatul 5' este —GATGGGCGATTCGGGATAGAATCACCCTAAAAAT- &

aditionatd guanozina metilati. in > a1 ‘:\j

proces sunt utilizate ca substrat GTP, -

iar donator de grupe CH, este '/* §E§

adenozilmetionina. Sunt implicate =

enzimele: fosfohidrolaza, guanil %¢§

transferaza §i metil transferazele.

2 Poliadenilarea. La 3' —o secven-
ta mare de A (100-200). Acest fe-
nomen are loc pind la terminarea sintezei intregii molecule (e catalizat de poli-A-
polimeraza). Astfel de “coada” e necesara pentru exportul moleculelor de RNA din
nucleu.

3. Se modifica bazele si resturile glucidice —2'-OH este metilata (1:100) de S*-
adenozilmetionind, la procariote — 6-dimetil-adenina; se atestd in tRNA, dealtfel
s1 pseudouridilatul, ribotimidilatul.

4. Modificarea intensiva pe care o sufera transcriptul primar consta in scurtarea lui.

S-a constatat cd mRNA nuclear este mult mai lung decit acelasi mRNA ajuns in
citoplasma. S-a ajuns la concluzia cd RNAp realizeaza o reproducere primara identica
cu intreaga gena, apoi intronii sunt excizati $i exonii se leaga intre ei, formind mRNA
matur, traductibil (fig.2.30).

Figura 2.29. Terminarea independentd de Rho

Transcriptia
DNA
5
| Exon Intron
=~ Cap
o3
Completarea g
transcriptului primar;
Transcriptul primar A 4 Segvente necodificate
5’ _ e 3’
; ‘; - s :
™ ' ‘ Clivarea, poliadenilarea
N N :' si splaisingul
\\ \ i
e ."\. \i
mRNA & =

AAAA,

Figura 2.30. Formarea transcriptului primar si maturizarea RNAm la eucariote
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Secventele intronilor au dimensiuni de 10-100 ori mai mari decit exonii.

Cum se manifesta excizia intronilor? Asa-numitul splicing are loc in nucleul celulei.

a) unele enzime specifice identifica secventele de baze la jonctiunea intron-exon
(excizia pe introni este o excizie incorecta si conduce la generarea unui RNA inactiv ce
contine un intron rezidual. In unele B-talasemii are loc descresterea sintezei a lanturilor
B-globina);

b) in excizia intronilor un rol important ii revine unei categorii de RNA nuclear cu
masa moleculard mica, desemnat RNA U (snRNAs), care are o secventa a bazelor
complementara cu secventele de la capetele fiecarui intron. Intronii sunt scosi de
RNA nuclear i capetele exonilor corect juxtapuse, apoi sunt sudate intr-un aparat enzi-
matic specializat (fig. 2.31);

Intron

Transcript primar

5!

Intermediate

RNA

5’ UpU: 3' OH(3")

Figura 2.31. Sudarea exonilor §i excizia intronilor de snRNAs

¢) Thomas Cech a stabilit cd pentru excizia intronilor gisudarea exonilor in epru-
beta e nevoie numai de RNA, ioni Mg>* si guanozina. Molecula in spatiu ocupd atare
pozitie, incit capetele secventei de introni se localizeaza foarte aproape. Excizia §i
sudarea decursa In regim autocatalitic, unde singura RNA — segmentul intron —denota
comportamentul enzimei. Guanozina initiaza procesul, iar Mg*** stabilizeaza structura de
RNA - autosplicing. Astfel de RNA a fost denumit ribozim. Ribozimul de 10" ori mai
repede scindeaza legatura fosfodiesterica decit prin hidroliza nefermentativa.
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Prezenta RNA cataliza e demonstratd in multe studii. S-a depistat, bunaoard, o enzima
(Escherichia coli g.a.) RNA-aza P cu o functie specifica — la maturizarea tRNA taie
din molecula precursoare un fragment la un capat. Enzima e compusa din compartiment
proteic sinucleotidic. In unele conditii, enzima este efectiva si fard componenta proteic
s nu contrar, cum era de asteptat. Unele compartimente ale enzimei pot scinda nu
RNA, ci polizaharide — ceva nou in enzimologie. Demult s-a observat ca extragerea
moleculelor mari intacte de RNA e dificila. Sinumai dupa descoperirea ribozimelor,
s-a clarificat ca RN A-aza activa este atributul constant al moleculelor de RNA.

Ribozimul scindeaza molecula de RNA conform combinatiei = CUCU =, ceea ce se
poate aplica in practica pentru scindarea RNA virotica si a celei de SIDA.

Transcriptia si translatia au loc in diferite compartimente ale celulei. Replicarea,
transcriptia pot fi modulate prin intermediul diferitelor substante. Efectul preparatelor
medicinale sunt ilustrate in figura 2.32.

Cronomicina Proflavina

Echinimicina Etidium

Hedamicina Daunomicina N -

Netropsina Nogalamicina Mitomicina

Distamicina Cloroquina N-g \_‘c

Fleomicina Mirag:il D ?_; Acid nalidixic

Kancanomicina : ot © + Alcool i

Luteoskirina A(_;tno-:; SUEph e | % fenetil ™ Zosex

o Bleomicina
Antramicina

Streptolidigina _
Rifampicind (-amanitina Baze'{naloage
Streptovaricina

: *.Azaserina
Nucleotide Metotrexat

Antibiotice
Figura 2.32. Locul actiunii unor medicamente
I O fixare noncovalentd cu DNA, ce impiedica replicarea.
Se leagd rigid in duplex, jonctionind cu guanina §i inhibind activitatea DNA ca matrice pentru RNA
limeraza (inhiba transcriptia). Actioneazd similar: doxorubicina (adriamicina), cronomicina A §i
tamicina.
Se fixeazd de DNA, fard a modifica structura helixului.
Medicamente ce rup puntile in DNA.
Preparate ce formeazi legaturi covalente intre spiralele de DNA.
Substante ce fixindu-se in bifurcatie impiedica replicarea.
Inhiba sigma si beta subunitti de RNAp, ingreuind inifierea procesului de transcriptie.
Inhibi RNA-polimeraza IT (O-amanitina etc.); preparatele ce contin platind (cisplatina si carboplatina)
uc formarea legaturilor transversale in DNA.

Structura subnucleozomica a cromatinei se mentine in procesele de transcriere si
licare.Dret matrice serveste complexul DNA histonic, dar nu DNA liber. RNA
etizat se impacheteaza in complexe ribonucleoproteidice.

DNA netranscriptibil (linker) ia parte la procesul de reglare a transcrierii, servind
t promotor pentru RNAp II.
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Elementele mai importante sunt blocurile TATA 51 CAAT situate la o distantd de 25-
100 pn de lapunctul de initiere. Este descrisa prezenta unor elemente reglatoare
localizate in diferite regiuni ale DNA, numite enhancers si silancers.

Se presupune o modalitate anume in impachetarea RNA. Dupa cum impachetarea
DNA in cromatind e menita sa determine functionarea ei normala in celuld, procesul
(mnsuficient studiat) condensarii RNA cu proteinele nucleice e necesar pentru decurgerea
perfectda a procesingului primar —RNA transcript cu transportul lor in citozol. Se stie
canumai 5% din masa totald a RNA transcript paraseste nucleul celular. Semnalele
specifice care servesc ca permis pentru parasirea nucleului nu sunt identificate. E do-
vedit faptul ca astfel de semnale apar in procesul de splicing al RNA. S-a argumentat ca
daca in secventa nucleotidica nu sunt intronii, RNA transcript va ramine in nucleu.

Particularitatile transcrierii la eucariote

Procesul de transcriere la eucariote este foarte complex, desi in principiu decurge
dupa acelasi mecanism ca si la procariote.

a) Daca la procariote toate tipurile de RNA sunt sintetizate de aceeasi RNA-
polimeraza, la eucariote intervin mai multe tipuri, fiecare transcriind seturi diferite de
gene. De asemenea, daca la procariote RNA-polimeraza era formata din 5 subunitati, la
eucariote acestea sunt constituite din 9-11 subunitati.

In sinteza RNA la eucariote intervin patru tipuri de polimeraze: trei expuse mai sus si
al patrulea tip - RNA-polimeraza mitocondriala ce sintetizeaza toate tipurile de RNA
mitocondrial.

RNA-polimeraza Il st RNA-polimeraza III sintetizeaza si RNA nuclear de mici
dimensiuni. Fiecare tip de RNA-polimeraza utilizeaza promotori diferiti, acestea fiind
extrem de variati pentru RNA-polimeraza Il care produce sinteza mRNA.

Daca consideram pozitia de start 1 (locul unde incepe transcrierea genei structurale
RNA-polimeraza IT), existd mai multe regiuni care conditioneaza aceasta pozitie:

-in pozitia 35 se afla caseta Hogness care este recunoscuta de RNA-polimeraza II si
prin urmare e responsabila de acuratetea transcrierii;

- spre capdtul 5, la o distantd mai mare de promotor se afla caseta CAAT, care se
pare ca este responsabila de frecventa cu care se transcrie gena structurala.

Elementele de control enhancers si silancers isi exercita actiunea numai in urma
interactiunii cu nigte proteine specifice numite factori de transcriere, care induc modificari
inmolecula de DNA, avind ca rezultat modificarea vitezei de transcriere a genet.

b) La eucariote transcrierea se realizeaza pe DNA complexat in nucleozomi, fara sa
fie necesara desprinderea lui.

¢) Frecventa cu care se transcrie o gena este foarte diferita si depinde de necesarul
de proteina codificati de gena respectiva.

Pentru majoritatea genelor transcrierea se face rar, astfel incit transcriptaza parcurge
intreaga genad inaine ca o alta transcriptaza sa se lege. Pe alte gene insa transcrierea are
loc cu frecventa mare; este vorba de genele care codifica sinteza unor proteine de care
organismul are nevoie in cantitate mare. In acest caz de gena se leaga simultan mai multe
transcriptaze, alcatuind o asa-numita «unitate de transcrierey.
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d) S-au depistat mecanisme alternative ale procesingului in complexul transcriptional
la eucariote (fig.2.32a).

Poli A secventi 5 Secventd g Secventd  Poli A secventd

DNA

r A
i B o
LI

: . A . y
Transcript primar Transcript primar

Cx;p . Cap

Ch\farea 5 Cllf’arca s Clivarea si poliadenilarea
poliadenilarea A, poliadenilarea A, |- AAAGA),

i AANA, .
mRNA matur (&) mRNA matur (b)
Figura 2.32a. Mecanisme alternative ale procesingului la eucariote

AAAIA,

e) RNA nou-sintetizat este impachetat imediat sub forma unor complexe
ribonucleoproteice, prin asocierea cu proteinele specifice. Aceste complexe sunt similare
nucleozomului, avind forme globulare.

f) Transcrierea DNA la eucariote, ca de altfel si la procariote, poate fi oprita; aceasta
se realizeaza (fig.2.32):

- fie prin distorsionarea structurii DNA, astfel incit acesta nu mai poate servi ca matrice;

- fie prin inhibarea RNA-polimerazei.

Sinteza DNA pe matricea de RNA

In virusii oncogeni s-a identificat o enzimi care a completat conceptul exprimat
prin “dogma centrala” a geneticii moleculare, in care fluxul de informatie are sensul
DNA —= RNA —~ proteina. Enzima e revers transcriptaza - $1 prezinta o DNA
polimeraza RNA dependenta. Ea poseda proprictatea, patrunzind in celula-gazda, de a
sintetiza un hibrid DNA-RNA, adica pe matricea de RNA a virusului genereaza o
catend de DNA. RNA viral este degradat enzimatic, iar catena DNA se autoreplica,
dind nastere la dublul helix de DNA, ce contine informatia prezenta in RNA viral. DNA
se insereaza in genomul-gazda, avind capacitatea de a se exprima ca proteina. Se
considera ca fiecare subiect este purtatorul unor gene oncogene neexprimate, fiind un
rezultat al patrunderii anumitor retrovirusi in organism intr-un moment al evolutiei. in
anumite conditii nefavorabile pentru organism, poate avea loc transcrierea, traducerea
si malignizarea celulei. Cu ajutorul acestei enzime se poate construi artificial pe orice
matrice de RNA un DNA complementar, adica se pot obtine gene sintetice care, prin
tehnicile ingineriei genetice, produc mari cantitati de proteina codificata.
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Biosinteza RNA pe matrice de RNA

Materialul cromozomial al unor virusi RNA este replicat in celula gazda sub actiunea
unei replicaze — RNA polimeraza — RNA dependenta.

Ca raspuns la infectia virala, ele se sintetizeaza in celula-gazda, au o actiune
surprinzatoare, folosind RNA virusului ce se replica. RNA sintetizat nu e complementar,
ciidentic cu al virusului— RNA viral (+).

Catena RNA (-) va servi ca matrice pentru sinteza numeroaselor catene comple-
mentare (+) virale, care (RNA viral) vor functiona ca RNA matrice pentru sinteza
proteinelor virale (spre deosebire de RNA al retrovirusilor).

‘ ‘ | Proteine
|

RNA Moleculele fiice

viral +omoloage
RNA viral

Francois Jacob Laques Monod Tomas Cech

b #

Paul Zamecnik George Palade
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CODUL GENETIC

Notiunea de gend s-a concretizat si am putea afirma ca gena este un fragment al
DNA, transcris in molecula de mRNA ce codifica un lanf polipeptidic sau are o
semnificatie functionald particulara (tRNA etc). Dupa descoperirea din a.1977 a
intermitentei genelor, notiunea nu s-a schimbat, insa unele fragmente ale DNA, datorita
splicingului alternativ al RNA primar — transcript, pot asigura sinteza a mai mult de 2
mRNA si, in consecinta, a mai mult de 2 proteine, fiecare cu functia sa. Ramine admisi-
bilaideea cd o genadetermind sinteza unui lant polipeptidic.

Informatia genetica referitor la biosinteza proteinelor se transmite cu ajutorul
codului genetic ce reprezinta forma de exprimare a relatiei dintre secventa de nucleotide
din DNA si succesiunea de aminoacizi din lantul polipeptidic. Avind 4 nucleotide si 20
de aminoacizi, este evident cd un aminoacid este reprezentat de 3 nucleotide — codul
este triplet §i poate oferi 64 de posibilitati pentru cei 20 de aminoacizi. $i toate tripletele
sunt numite codoni. Ei(codonii) sunt identificati consecutiv de moleculele de tRNA,
care indeplinesc rolul de adaptor in sinteza proteinelor (tab.2.1).

Tabelul 2.1. Codul genetic

1 I I
(s") U C A G (3")
uun Ucuy UAUY U U
u |wucs™e fueel vact * | vac! ¥ |
UUA} Leu | UCA UAA | Codon| UGA Codter] A
uuG UCG UAGJ tem. | UGG Trp G
CUUN CCUN CAU} e | 90 U
C CUC} o | L } b | CAC o c
CUA CCA CAA} Gn | CGA A
UG s oc, CAG CGG G
AUU A AAU} e | A ey U
A AUC} le | Acc Axg)™h | AGe o
AUA ACA [ T AAAY 1y | AGA) 4 A
AUG Met | AcG AAG AGGS 8 G
GUU GCUY GAUY , . | GaU U
G |QCly (6l ,, [GACS Gl o C
GUA GCA GAAY . | GGA i
GUG GCG GAG) GGG G

Proprietatile codului genetic

Este un triplet in care 61 codoni codifica aminoacizii corespunzatori, 3 codifica
terminatia sintezei proteice.

Codul este degenerat —unui aminoacid poate sa-1 corespunda mai mulfi codoni:
Arg, Leu, Ser, fiecare fiind codificat de cite 6 codoni, insa Met si Trp sunt specificati
de catre un singur codon (tab.2.1a). Codonii unui aminoacid sunt sinonime. Specifi-
citatea codonului e determinaté de primele doua litere. Degenerarea se referd la nivelul
nucleotidului 3 din codon. Primele doua baze sunt constante. F.Crick a conchis ca
asoclerea nucleotidelor 1 12 din codon cu nucleotidele 3 si 2 dinanticodon este fixa,
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respectindu-se principiul complementaritatii, in timp ce impachetarea nucleotidelor 3 din
codon s1, respectiv, 1 din anticodon este laxa. Aceasta se datoreaza particularitatii
nucleotidelor 1 din anticodon (5') de a se imperechea si cu alte nucleotide, in pofida
regulilor lui Watson si Crick.

Foarte des nucleotidul 1 din anticodon e inozina, care oscileaza (este bazi
sovaielnica) s e dispusa sa incalce regulile (efectul Wobble).

}\I NH
& | J OH OH
HOH,C o N7

@
HO

OH

Inozitol

HO OH

Inozina

Dacatoate legaturile vor fi de tip W-C, atunci orice aminoacid ar fi acceptat de
un singur codon, iar deblocarea din complexul de sinteza s-ar complica, ceea ce ar
micsora considerabil viteza procesului de sintezd. Anume degenerarea codonului
favorizeaza eliberarea din complex a tRNA.

Degel_l'eraxe_a COdu_lUi mjnjmalizea_zﬁ efecte_le_nocwe ale Tabelul 2.1a. Degenerarea codului
mutatiilor §i permite componentei nucleotidice a DNA genetic

sa varieze in diapazon larg, nemodificind secventa #
aminoacidica in proteina codificatd de acest DNA. Aminoacidul SNHBAL
; de codoni
Codul nu are virgule sau alte semne de
punctuatie ce ar indica inceputul si sfirsitul fiecarui Ala 4
codon. Citirea mesajului genetic se face neintrerupt Arg 6
de la codonul start pind la cel final. Asn 2
Codul genetic este universal — toate éi’fs’ %
vietuitoarele utilizeaza acelasi mecanism de a asimila Gln 2
informatia (abaterea prezintd codul genetic al Glu 2
mitocondrie). Gly 4
Codul genetic nu este ambiguu (acelasi triplet His 2
nu semnificd 2 aminoacizi diferiti), nu se suprapune EE " 2
(prezinta exceptie la virusuri). Lys )
Codul genetic prezinta o structura liniara (este Met 1
coliniar, adici exista o concordanta liniard intre gena Phe 2
si aminoacizii proteinei codificate). e 4
B i e Ser 6
De remarcat ca tripletul AUG reprezinta Thr 4
codonul de initiere, 1ar cei trei UAG, UAA, UGA de Trp 1
terminare (nonsens). Existd unele deosebiri in secventa Tyr 2
nucleotidicd la DNA mitocondrial. Val 4
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Studiile mai recente au confirmat ca proprietatile chimice ale unor aminoacizi sunt
flectate in structura codonului: toti codonii cu U (in pozitia 2) codifica aminoacizi
hidrofobi, iar cei ce au in pozitia2 adenina codifica aminoacizii polari sau cu sarcina;
guanina, respectiv, aminoacizi polari sau nepolari, 1ar uracilul in pozitia 1 prezinta
codonii nonsens.

Daca in anticodon in directia (5' —s= 3') prima baza nucleotidica e:
a) citozina sau adenina, el va citiun Singur  ...noaste

Ted a unui codon:

COdOrl; Anticodon (3"} X-Y-€ (5} (37) X-Y ﬁ (59
b) uracilul sau guanina, el vaciti 2 codoni; ~ coden (57 Y-X-G (37 (5 Y-X-4 (37
¢) inozina, respectiv, va citi 3 codoni. il o N il
S ey = = Anticod B e S & z S 3

S-a demonstrat cd codonii sinonimi =~ 4 Tz 8
Codon (5) Y-X-g (37 (57 Y-X—§ (3"

pentru aminoacid, daca se deosebesc
dupa cel putin una din cele doud baze ~Feitotiers 2 vl O |
(1-2), aunevoie de tRNA diferite: UUA - =

si CUA codifici leucina, dar se atesta de
tRNA diferite.

In 1977 s-a stabilit ci genele au structurd intrerupti — gena lantului B al hemoglobi-
nei (exonul) este intrerupt de secvente netranscriptibile numite introni. Gena ovalbuminei
are 8 exoni 1 7 introni (fig. 2.33). 50 introni are gena colagenului. Lungimea intronilor
variaza de la citeva nucleotide pina la zeci de mii de perechi. O proprietate a intronilor
este localizarea conservativa in genele inrudite la aceeasi specie sau in aceleasi gene la
diferite specii. Dar secventa nucleotidica e putin conservativa. Practic, conservative sunt
primele 2 si ultimele 2 baze in introni (GT ... AG) in locusuri de site ai splicingului.

Codon {5} Y----X--% (31

Gena ovalbuminei =

Transcript T
primar RNA 4 Transcriptia (RNAp II) Exira ;RN A

2 3 4 5 6 7

Splicingul, clivarea si
41 poliadenilarea
B ExtraRNA

L 123456 7

Intronii
mRNA

1,872
nucleotide

Figura 2.33. Structura genei ovalbuminei si modificarile posttranscriptionale ale RNA primar transcript cu
JSormarea unei mRNA mature (zonele hasurate prezintd intronii)

O proprietate de expresie a genei este: localizarea exonilor in mRNA si in DNA in
aceeasi secventd. Intronii confirma caracterul evolutiv al materiei vii formate in urma
evolutiel genei corespunzatoare. Fiecare exon corespunde unui domeniu, care apoi,
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unindu-se, formeaza proteine cu proprietiti noi. Actualmente, e cert ca fiecare domeniu
este codificat de genasasiintronii sunt o dovada concludenta a structurii polidomenice
aproteinelor.

S-asubliniat mai sus ci excizia intronilor regleaza torentul de RNA din nucleu in
citozol si, in final, proteina ce va sintetiza celula.

MUTATIILE

Mecanismele de corectie i reparatie ale DNA sunt eficace, dar totusi o parte din
leziuni si erori din DNA ramin intacte. Apar modificari in genomul organismului care se
mentin §i se transmit prin ereditate. Aceste evoluari constante in secventa de
nucleotide transmise ereditar poartd numele de mutatii.

In viata reald a unui individ ele se manifesta rar cu o probabilitate egald cam cu 10°.
Mutatiile sunt schimbdri intermitente i rare care constau in modificari ale informatiei
genetice si care devin apoi stabile in succesiunea generatiilor.

Dezaminarea prin hidroliza spontand
(transformarea citozinei in uracil)

Citozina Ugcil
H\N/H .
Lantul DNA ‘ NH
H =N |
Lantul DNA ‘ 0 H N 0
| /LO |
0 H 0=P—0—H,C O
| N . | ’
0=P—0—H,C O 2 O
g_ NH;
Lantul DNA
Lantul DNA ~ Forma tautomerica -
OH
N

g

Modificarilor pot fi supuse o pereche de baze (mutatii punctiforme) sau un grup de
baze pe una sau pe ambele catene ale unei molecule de DNA.

Mutatiile punctiforme decurg prin:

1. Substitutie (misens mutatii), In care deosebim 2 tipuri:

a) tranzitie — o pereche de purina este inlocuitd tot cu o purina sau o baza
pirimidinica, inlocuitd tot cu una pirimidinica.

Acidul azotos produce mutatii prin tranzitie, dezaminind adenina (A=T) in hipoxanti-
na care se imperecheaza cu citozina (HX=C); tot acest acid modifica guanina la xantina
si citozina la uracil, producind mutatiile respective.
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Apurinizarea prin hidroliza spontana

(eliminarea guaninei) I-E_ll"l!'l.ll DNA
0

Lantul DNA L ‘

A H% | /t

l ' ‘ Lantul DNA

i |P_ e Guanma H
o ‘ | N— NH
| L
Lantul DNA g I\/ H,
Guanina

Tranzitie provoaca si astfel de agenti mutogeni ca 5-brom-uracil, 2-amino-purina,
modificind legile complementaritatii la replicare: 5-brom-uracil, analog al timinei, dar se
imperecheaza cu guanina §i 2-amino-purina, analog al adeninei, dar se leagi cu
citozina.

Watson g1 Crick au postulat perfect mecanismul tranzitiei —atomii de hidrogen din
cele 4 baze isi schimba pozitia—se dispun in forme tautomere care, la rindul lor,
formeaza perechi cu alte baze ca: iminoforma A ce se imperecheaza cu citozina etc.

b) transversie— o pereche de baze purinice este substituitd cu una pirimidinici sau
viceversa.

2. Insertie. Acest mecanism constd in introducerea unei perechi de baze suplimentare
in catena de DNA. Acridina, intercalindu-se in DNA, la replicare pe catena
complementard se imperecheaza cu o baza
suplimentara sau duce la deletia unei baze din
acel lant. Sar

Sar
3. Deletia consta in excluderea unei perechi L-Il’ro/ CmeVal  1-Pro Iirairme\«’al
de baze: posibila la hidroliza, modificari de pH, |
i o : Ll wn p-Val O n-Val .0
temperatura; unii agenti modifica o baza in asa b v ST
~Th -

mod, incit ea nu mai poate fi complementara,
s lareplicare apare “golul” in ambele catene.

4. Unele modificari in secventa nucleotidica
pot forma codonul sinonim si succesiunea
aminoacizilor nu se va schimba (mutatii
benigne).

Laafectarea segmentelor mari de gena apar
mutatii extinse. Agentii mutageni pot provoca
atit mutatiile spontane, cit si mutatiile induse.
In dependentd de consecintele modificarilor,
deosebim mutatie benigna, neutrd, nociva.
O grupd deosebita prezintd mutatiile nonsens, Acriding
unde are loc inlocuirea unui codon cu altul

Actinomicing D
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Dezaminarea

0]

nH

N
/N ‘ SN Dezaminarea H__</ [
H‘< )\
! N
il | W H
Hipoxantina
0

O
|
N H -
H—</ ‘ )N\/ Dezaminarea s %Nf\N/
i N >N—H IJ\I N) =0
|
H

N
| 1
Guanina o
‘ Xantina
0] |
H H
3 N P
’ /g} > Nu se supune dezaminarii
H N
|

Timina

nonsens, ce provoaca intreruperea lantului polipeptidic. S-a confirmatexistenta unor
mutatii supresoare bazate pe functionarea unor tipuri de tRNA, care, desi poartd
anticodonul corespunzator unui triplet nonsens, sunt incarcati cu aminoacizi. Ca rezultat,
lantul polipeptidic nu se intrerupe fiind introdus un nou aminoacid. Provocind in cadrul
investigatiilor experimentale un proces mutational, regeneram caracterul salbatic in locul
celui mutant. Atare mutatii sunt denumite mutatii inverse - reversii.

fn ultimii ani s-au elucidat mutatiile la hotarul exon-intron, unde se inactiveazi site-
ul splicingului, ce nu scindeaza intronul de exon in locul cuvenit. Deseori functia acestui
site o preia alt locus din secventa nucleotidica si molecula de mRNA e rar modificata.

S-au depistat §i mutatiile punctiforme in introni ce modifica splicingul; asa mutatii
au loc la unele tipuri de talasemii, unde dispar mai mult semnalele de splicing
favorizind sinteza a doud tipuri de mRNA normala si defecta (respectiv, 10% mRNA
normala s1 90% defecta).
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Cum se pot depista mutagenii cancerigeni? Examinind efectul mutagen pe bacterii,
Bruce Ames a elaborat 0 metoda simpla si sensibild pentru a depista mutagenii chimici.
In piulita Petri se aranjeazi un strat subtire de agar-agar ce contine 10° celule de tulpin
speciala de Salmonela (tulpina ce nu se dezvoltd in lipsa histidinei, fiindca confera
mutatii in gena biosintezei acestui aminoacid). Mutagenii genereaza multe mutatii, 1ar o
parte din ele conduc la reversii si, ca rezultat, celulele incep sa sintetizeze g1 histidina.
Acesti revertanti aparuti se inmultesc in lipsa histidinei exogene si formeaza colonii
aparte. Dupd incubatia ce dureaza doua zile la temperatura de 37°C, se atesta efectul
mutagen al substantelor chimice.

Studiile recente confirma ca acumularea catastrofald a erorilor in moleculele de DNA
e cauza imbatrinirii organismului. La cele amintite mai sus se adauga §1 varianta cu
modificarea tabloului metilarii bazelor nucleice. Savantii de la Institutul de Gerontologie
al Institutului National al Cancerului SUA (1987) au stabilit ca la soarecii cu durata
vietii de 42 luni numarul nucleotidelor metilate din DNA la o celula se micsoreaza cu
47 mii intr-o lund. La o alta specie, cu o longevitate de 96 luni, timpul de pierdere e
de 23 mii pe lund —adica de 2 ori mai mic. Soarecii pier atunci cind scidderea metil-
citozinei ajunge pina la 2 milioane la celula.

S-au studiat celulele omului, constatindu-se ca viteza pierderii e mai mica. Celulele
bronhiilor pierd lunar 1,3 mii, avind acelasi numar de baze metilate — 13-10 milioane.
Daca admitem ca legitatea stabilita la animale e valabila i pentru oameni, atunci ei pot
trdi circa 125 de ani.

De altfel, este remarcabil ca in celulele cancerigene nivelul bazelor metilate se mentine
permanent la nivelul standard. E posibil ¢ ceasul metilic e veriga principala in lantul de
cauze si consecinte ce determind imbatrinirea §i moartea individului.

RECOMBINAREA GENETICA (INGINERIA GENETICA)

Unele modificari in gene si cromozomi reprezintd un fenomen normal in viata celulei -
un schimb biologic adecvat intre gene sau grupari de gene din diferite focare cu
formarea unui cromozom metamorfozat capabil de replicare, transcriere si translare.
Procesul se numeste recombinare genetica.

Recombinarea genetica decurge in toate organismele si, fireste, e posibila numai in
cadrul aceleiasi specii, constituind in final criteriul de definire a speciei. Pentru
eucariote e caracteristica recombinarea reciprocd, unde cantitatea de material
genetic transformat este proportionald. Ea presupune segregarea si sinaptizarea regiunilor
omoloage din cromozomi si schimbul reciproc de nucleotide realizat prin ruperea
moleculelor de DNA, translocarea segmentelor rezultante si reunirea lor. Recombinarea
e determinatd de un aparat complicat enzimatic ce implicd consum de energie enorma.
Modificarile pe care le suferd molecula de DNA reprezinta mecanismul principal al
evolutiei i al polimorfismului, de rind cu selectia naturala.

Recombinarea genetica experimentald presupune includerea in genomul unui organism
aunor gene ce nu figureaza in patrimoniul ereditar al acestuia. Se atesta mai multe tipuri:

1. Transformatia — DNA celulei donatoare se implica in genomul recipientului
(implantarea virusului in celula sandtoasa).
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2. Lizogenie— DNA se incadreaza 1n cromozom, dar nu se manifesta. Un fenomen
neordinar stimuleaza mecanismul de expresie a genei mute si in final se formeaza
particule ce vor distruge celula-mama (virusul herpesului).

3. Transductia — transferul unei parti de informatie de la DNA (atasata covalent) in
DNA parental celulelor-fiice sireplicarea lor in continuare. .

4. Conjugatia — proces natural de unire a genelor la eucariote, cu o maxima precizie
fara modificari — conjugatie sexuala.

Unele gene sau grupe de gene la pro- sau eucariote pot abandona pozitia initiala,
ocupind alt loc in genom. Atare elemente genetice flexibile se numesc transpozoni.
Capacitatea de insertie se datoreaza unor fragmente scurte la capetele transpozonului -
secvente insertionale numite [S-elemente. Procesul e determinat de un sistem ce recunoaste
secventele si le sudeaza in loc nou.

Un tip neobisnuit de recombinare genetica se observa in procesul formarii genelor, ce
determina sinteza anticorpilor —imunoglobulinelor produse de limfocite, ca raspuns la
patrunderea in organism a antigenului. Fiecare antigen e capabil sa jonctioneze cu
imunocitele unui tip specific, provocind cresterea, mitoza celulelor respective, formind
clona unicald, adica un aliniament de limfocite identice, care vor elabora un tip de
imunoglobuline specifice si vor fixa antigenul care a conditionat inmultirea lor. In inter-
actiunea antigen-anticorp se formeaza complexul in care antigenul isi pierde activismul.

E uimitor faptul ¢d organismul nostru poate
sintetiza milioane de anticorpi drept raspuns
la orice macromolecula. Oare e posibil asa
ceva? Celulele noastre nu contin atit DNA,
incit sa codifice milioane de anticorpi,
nemaivorbind de activitatea individualda
organismului uman.

Raspunsul a fost capatat, studiind structura
anticorpilor si a genelor ce-i codifica (fig.
2.34, 2.35). Molecula anticorpilor e
compusa din 2 catene lungi (H) cu cite 446
aminoacizi fiecare si 2 catene scurte (L),
respectiv, cu cite 214 aminoacizi fiecare.
Catenele sunt unite prin legaturi disulfidice;
legéturile S-S sunt si intracatenare. Fiecare
lant dispune de regiuni segmentare de
aminoacizi constante — C §i o regiune varla-
bila —V; C-fragment e compus din 3 domenii

"‘{;,‘.‘n

(* = domeniul constant

V = domeniul variabil

| H.L= catcne lungi, scurte | Hsi 1 domeniu L. V-regiunile au locusuri
- — — de o variabilitate extraordinar de mare, nu-
Figura 2.34. Structura IgG mite hipervariabile. Fiecare lant contine cite

trei locusuri — centre antigenofixatoare, compatibile cu antigenul. Fixarea e datorata
legaturii de hidrogen, puntilor saline, interactiunii hidrofobe, legaturii Van der Waals.
Localizarea in anticorpi a regiunilor C si V ne permite sa concluzionam ca DNA
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Figura 2.35. Structura domenicd conformationald a moleculei de imunoglobulind

ce le codifica e rezultatul sudarii a doua gene pentru C si V - fragmente. S-a adeverit
experimental aceasta ipoteza. Ulterior, s-a stabilit cd DNA ce codifica fragmentele va-
riabile atit in H, cit si in L-catene sunt compuse din gene de diferite tipuri care-si
schimba pozitia i pot forma diverse imbinari. In DNA - V - fragmentele au aproximativ
400V gene, 12 D (Diversity), 4 J (de legatura) gene. Combinarea acestor gene face
posibilda mai mult de 20000 de variante, care, la rindul lor, se modifica in secventa
nucleotidici la aditionarea cu fragmentele de DNA ce codifica regiunea C. In consecinta,
pot fi formate milioane de gene diferite cu circa 10"’ centre antigenofixatoare responsa-
bile de sinteza anticorpilor.

Combinatii noi de gene — o recombinatie artificiald — pot fi create §i in eprubeta.
Unrol decisiv l-au jucat elaborarile enzimelor de restrictie — endonucleaze ce recu-
nosc in molecula de DNA o secventd anumita de baze. Enzimele cliveaza legatura
fosfodiesterica de pe ambele catene intr-un loc special al secventei recunoscute —
secventele cunoscute sunt palindroame. Evident, capetele rezultante pot fi necoezive
sau coezive (contin nucleotide complementare).

Un alt ferment este terminal-transferaza
—, 0 enzima care poseda capacitatea de a ada-
uga la capetele 3'-OH ale celor doud molecule . (oD Y
ce trebuie sudate cozi homopolimerice com- 4 A T C G T G €A C G AT T

i ; Palindrom
plementare (poli G, poli C) (fig.2.36).

Enzima revers — transciptaza — permite
sinteza unui DNA recombinat pe mRNA, adaugind poli T si dezoxiribonucleotidele
respective, apoi se inlatura mRNA si cu ajutorul DNAp I reconstruim catena comple-
mentara.

Genele recombinate se includ intr-un vector potrivit (o moleculd de DNA), care se
introduce intr-o celuld, unde se produce replicarea i exprimarea genotipica. Ca vector
se folosesc plasmidele (DNA bicatenar din citozolul majoritétii bacteriilor). Ele se
deplascaza usor dela o celulalaalta. Aceste molecule mici trec prin membrana celulei-
gazda si pot asimila cu usurintd gene straine (2.36.a). Ele se replicd autonom si rapid,
fapt ce permite amplificarea genei incluse. Selectionarea lor prin screening ne permite
sd identificam genele respective (fig. 2.36).

3 T & € 1
[ I

-t

A
i

i
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Figura 2.36. Ingineria genetici: clonarea genelor

Clonarea genelor a rezolvat problema insulinei, interferonului si a multor alte
substante biologice active ca hormonul somatotrop etc.

Interferonul reprezinta o glicoproteina cu 160 aminoacizi; fiecare specie produce,
in urma infectiei virotice, cel putin 3 tipuri de
interferon in: 1) leucocite; 2) T-limfocite; 3)
fibroblasti tesutulut conjunctiv.

Fixindu-se de membrana, interferonul sti-
muleaza sinteza enzimelor specifice, care-s
capabile sa lezeze RNA - virale sisa inactiveze
factorii de initiere a sintezei proteice in
ribozomi. In 1980, in SUA a fost identificata
si separata gena interferonului leucocitar al
omului, inclusd apoi in E.coli pentrua o sinte-
tiza In cantitati substantiale.

Se preconizeaza ca celulele modificate
prin metoda ingineriei genetice sa fie inocu- o5
late §1 in organismul uman. Se procedeaza Prul
la incorporarea genelor functionale in locul =~ Figura 2.36a. Plasmida pBR322: conine 2 gene

s : : s cu rezistenta programatd la tetracicling (ter) §i
celor defectate sau pierdute de organismul amulitlint ()

Eeo R1
L Bam HI

Pstf o, Sal 1
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la ampicilind Gena rezistenta’,
la tetracicling
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uman, ca metoda de tratament -
genoterapia.

Adaosul de material genetic este
cficient cind defectul consta in insufi-
cienta sau lipsa completd a unei
proteine. Nu se considera rational cind
mutatia conduce la surplus de protei-
ne sau sinteza unor substante nocive
precum are loc la anemia falciforma.
Corectia unor atare tulburari necesita
nu numai incadrarea unei gene func-
tionale, dar §i a unei gene capabile ;
sa inactiveze gena mutanté Savantii i

Celula infectatd

j‘?Pa lcula
f noud
virala

N Syt /// ]
funcponale in celulele separate alc pa- %, Proteind” Pl
cientului, reincluse apoi in organism. S R;frr:u;;iffa .
Sperﬁm cain viitorul apropiat va de- Figura 2. 37. Ciclul vital al retrovirugilor

veni posibila tratarea bolnavilor prin

metoda integrarii genelor legate cu substante, ceea ce ar permite o fixare directi a genei
in celulele-tinta. Aziintegrarea in genom a genei dorite e nesemnificativa — o celuld la
10*¢. Se constatd cd integrarea in genom nu e intotdeauna necesari la expresia
genei, doar e limpede ca gena integrata se va pastra mult mai mult in celuld. Apoieae
aptd dea se replicacu DNA cromozomial, se va transmite la alte generatii de celule si va
determina sinteza produsului in decursul vietii pacientului.

Pentru incorporarea genei se utilizeaza capacitatea naturald a virusilor de a patrunde
in celule s1 de a-si aduce materialul genetic propriu. Cel mai promitétor sistem de transfer
al genelor in celule o prezinta retrovirusii, ei sunt vectorii cardinali, dar tot ei sunt
capabili saseincluda in DNA cromozomial al celulelor apte de reproducere activa. Un
minus extrem de mare comporta pericolul provocirii cancerului si, deci, apare o sarci-
na importantd — posibilitatea de a stopa reproducerea acestor virusi. In figura2.37
redat ciclul vital al retrovirusilor.

S-a elaborat o metoda efectivi de receptionare a retrovirusilor, care poseda atit o
membrana externd normala, cit si toate proteinele virale. Insd RNA viral nu contine
informatie de sinteza a acestor proteine si locusurile secventei nucleotidelor corespun-
zatoare sunt ocupate de gena ce are a fi introdusa in celula (fig. 2.38).

Daca bolnavului i se integreaza celule proprii ale sistemului imun preventiv, cultivate
s1 prelucrate cu interleukina-2, se produce patrunderea limfocitelor in tumoare, se
inregistreaza regresia celulelor cancerigene. Din 15 bolnavi tratati (dupa Rozenberg), la
9 (melanoma in stare gravd) s-a stabilit regresie vadita, la unul - completa.

In apropierea de Edinburg exista o stind cu oi transgenice (100), laptele carora
confine o cantitate suficientd de proteine ce favorizeaza coagularea singelui. Laptele
acestor oi e suficient pentru toti bolnavii de hemofilie din Europa.

La Institutul de Fiziologie din Cambridge se experimenteaza nigte purcelusi neobis-

-149 -



1. Crearca unui provirus ce duce o geni curativd nuitt. Lor li s-au introdus gene ce codi-
Inlocuirea genei virale ficd hormonul somatotrop al animalelor
i emdie mari cornute folosit in tratamentul diver-

; g N selor patologii ale omului.
ale ~ . . .
l cne v Inbaza investigatiilor efectuate, ame-
Provirus{

- ricanii au obtinut porci ce cresc foarte
repede, iar carnea lor n-are slinini.
Aceste animale sunt slab rezistente la
NA am

2. Insertia in ccluld, unde se formeazi vecto

/ Provirus Lurat{v

temperaturi joase. S-au cdpatat cartofi

it 8 foarte rezistenti la frig etc.
iy el particule no In perspectiva se va modifica gi sto-
include in noi ugle matologia: se concep dinti naturali in caz
oo \ daca gena omului va fi introdusa in
genomul bacteriilor care vor sintetiza dintii
respectivi.

Deocamdata transferarea mai multor
gene e imposibild, deoarece organismul
nu receptioneaza mai mult decit o sin-
gurd gena. Savantii modifica forma si
dimensiunile multor animale. Se poate
schimba i omul. Lui i se pot conferi pro-
prietati noi, pozitive, dar $i dimpotriva
—negative. E un domeniu interzis de
experimentari. Azi nu sunt cunoscute
genele ce determina capacitatile mintale,

Proteina dar unele informatii referitoare la omul
S cunativi 1 bolnav suntelucidate. Includerea gene-

formeaza viru \ Vectori
s inofensivi

':l:i’.rotciln/ \

virotice

i se i:g)rmeaza g & ‘7,@; : b , : ;
\:[’:rglec%cm:é;a;; & e T $ Iorarmodlﬁcavadltannomaorgamsmulw
Celula-tintd disponibila pentru implantare La Institutul de Studii Biomedicale de
Figura 2.38. Vectorii retrovirugilor inofensivi pe lingé Universitatea WaShmgton» din
se formeazd in celule 1991 se studiaza tripanosoma, un

microorganism ce paraziteaza in
organismul omului §i al animalelor.Savantii examinau proteina Co (IIT) simRNA respectiva.
RNA s-a descoperit, dar gena—nu. Insi copie fira original nu existi. Dupa analogle
cu organismele inrudite, au stabilit DNA care potential ar trebui s contina gena si au
comparat-o cu RNA initial. S-a dovedit complementara dupa toate bazele, cu exceptia
U. Gena exista, dar RNA era modificatd cam de 60%. S-a constatat ci asemenea
modificari nu sunt un original, fiindca se inregistreaza si copii precise.

Care este, totusi, cauza? Se considera ca in celula are loc o transferare efectivi a
informatiei de pe DNA, ulterior, un redactor face unele corecturi in textul mRNA.
directionat specific. Evident ca in gene, copiile cirora se corecteazi initial, lipseste
semnalul de asamblare a proteinei. Rezultatul redactérii e aparitia lui in mRNA,
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astfel proteina poate fi sintetizatd. Redactorul stie ce face. Acelasi lucru s-a stabilit i
la speciile superioare. Functia respectiva o indeplineste RNA de corectie, care nu numai
ca determina locul inciziei nucleotidelor, dar si prezinta materialul respectiv. Enzimele
favorizeaza acest proces datoritd prezentei unei gene informative (1991). Principiul
transmiterii mesajului genetic se complica intrucitva (fig. 2.39).

Metoda ingineriei genetice ¢ .
utilizatd pentru crearea vaccinei Regloten Transcriptia }fﬂ'ﬁam
contra SIDA, maladie provocata de O JTransoriptia - { >
o familie de virusi ce contin RNA. DNA i RNA
Virusii poseda revers transcriptaze i /
sunt foarte instabili. Sistemul imun e
reactioneaza la proteinele superficiale L e
ale virusului care se modifica
permanent, modificari legate de
deriva genei. Pentru crearea vacci-
nei e folosit virusul variolei — ca vector Figura 2.39. Dogma de transmitere a informatiei

. i genetice
—, Incluzindu-se gena SIDA.

Moss a obtinut o atare vaccina. La maimute apar anticorpi, dar rimin neprotejate de
SIDA. Efectul imun e de fatd, insa nu §i de protejare. Capacitatea de aparare este
determinata de alte caracteristici ale antigenului. D.Zaguri a creat o vaccina pentru o alta
variantd a SIDA, dar cu acelasi impact. Pentru diagnosticul SIDA e utilizatd metoda de
amplificare enzimatica a genei SIDA. Se confirma prezenta virusului dupa o ord de
infectare, daca din 5000 de celule e afectata macar una. Dupa 12 ore de la contaminare,
diagnosticul se confirma la afectarea unei celule din 500.000. La tratamentul efectiv al
SIDA contribuie azidotimidina $12'- 3' - dezoxicitidina—nucleozide ce inhiba revertaza
virusuhui.

S-au sintetizat §i alte preparate asemanatoare dupa structurd cu tranchilizantii, ce
sunt inhibitori activi ai revertazei la HIV- I sinu la HIV-II (virusul african).

In omida fluturelui Hyalophora cecropina s-a descoperit o substanti peptidici —
cecropina B, ce lezeaza bacteriile si infecteazd omida. Biochimistii de la Universitatea
din Louisiana (1990) au sintetizat un sir de peptide cu o structura identica, deosebindu-
se dupa citiva aminoacizi. Una din aceste peptide are o forta distrugatoare fantastica
sia fost numita Siva -1 (dupa numele divinitatii indiene, ce nu-gi cruta niciodata dusmanii).

Peptidele contribuie la formarea porilor intracelulari $i, In consecinta, apa patrunde
in celula, distrugind-o. Siva-1 actioneaza s1 asupra membranelor celulelor mamiferelor,
dar celulele numor, fapt determinat de prezenta citoscheletului ce pastreaza forma
celulei. In celulele cancerigene si in cele afectate de virusul SIDA citoscheletul e lezat.
Secventa aminoacizilor din aceste peptide e identica cu fragmentele —semnale din
fibrinogenul omului — proteina cauzata de stres, rani. S-a stabilit cd aceste fragmente
sunt mai efective decit Siva-1, la distrugerea celulelor cancerigene. Asadar, organismul
uman in stare de stres elimind activ substante anticancerigene, antistresante si, deci,
este concludent carezervele proprii ale organismului sunt deosebit de efective in lupta
cu factorii nocivi, rezerve care necesitd o studiere ampla si profunda.

Proteina biologic-activi

-151-



