BIOSINTEZA PROTEINELOR

Mecanismul biosintezei proteinelor, cu diversitatea activitatii biologice, s-a impus drept
problema dintre cele mai dificile in istoria biochimiei. Azi, In temesi, el este studiat, dar
posibil ca aceasta e 0 mica parte din acel intreg, care trebuie cunoscut. Evident, meca-
nismul biosintezei e unul din cele mai complexe procese in natura vie, implicind conlu-
crarea a peste 300 macromolecule specifice, reprezentate de proteinenzime, diferite
tipuri de RNA cu functii distinctive. Sinteza, cu o complexitate vasta, decurge cuo
viteza rapida: pentru sinteza lantului polipeptidic din 100 resturi de aminoacizi ribozomului
E. colii sunt destule 5 secunde.

Sinteza In fiecare celula conlucreaza cu metabolismul. Procesul de biosinteza presupune
traducerea limbajului de 4 litere al acizilor nucleici in limbaj de 20 de litere (aminoacizi) al
proteinelor.

Baza cunostintelor noastre de azi au fost cimentate de trei mari descoperiri ale anilor
50 din secolul precedent:

1. Paul Zamecnik (1950) stabileste ca locul sintezei proteice e ribozomul.

2. Paul Zamecnik si Mahlon Hoagland (1957) au demonstrat ca activarea
aminoacizilor si aditionarea lor la tRNA e catalizatd de aminoacil-tRNA-sintetaze.

3. Francis Crick a expus ipoteza transferului mesajului genetic codificat in acizi
nucleici cu4 litere in limbajul celor 20 aminoacizi, concluzionind: tRNA indeplineste
functia de adaptor — o portiune racordeaza aminoacidul specific, 1ar alta identifica in
mRNA o secventa mica de nucleotide ce codifica acest aminoacid.

Biosinteza proteinelor include 5 etape:

1. Activarea aminoacizilor. Procesul are loc in citozolul celulei, in care cei 20
aminoacizi aditioneaza la tRNA prin legatura esterica. Procesul e catalizat de enzime
diferite numite aminoacil-tRNA-sintetaze. Ele sunt caracteristice fiecarui aminoacid si
tRNA, corespunzator. Activarea are loc In anumite faze:

a)in centrul activ (CA) al enzimei decurge urmatoarea reactie:

AA + ATP + E == E-AAAdenilat + PP,

Legarea aminoacidului (COOH) are loc la gruparea 5'-fosfat a AMP din molecula
enzimei.

b) Transferul de la E-AAA pe tRNA specific a restului de aminoacid:

E-AAA + tRNA == AAtRNA + AMP + E

Aditionarea aminoacidului are loc la grupele de OH in pozitia 2' sau 3' a restului de
adenozina in molecula tRNA (legdtura e macroergica). Hidroliza ulterioara a
pirofosfatului, sub actiunea pirofosfatazei, face reactia ireversibila — deplaseaza echilibrul
spre dreapta. Mg

Aminoacid + tRNA +ATP  ——=mme— AA{RNA +AMP +2Pi

AAtRNAs AG® = -29kJ/mol

Pirofosfataza

24

Enzimele sunt foarte specifice —au 4 locusuri care participa la identificare, cataliza,
posedind capacitatea de autocontrol: 1) AA; 2) tRNA; 3) ATP; 4) HOH —ultimul e
indicat pentru hidroliza aminoacidului “impostor”. Specificitatea e determinata exclusiv
de structura tRNA (1 eroare la 400 resturi de aminoacid).
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Siguranta procesului de traducere in mare masura e conditionata de capacitatea de
autocontrol a sintetazelor. Activarea necesitd ATP si ioni de magneziu.

Deosebim 2 clase de aminoacil - tRNA-sintetaze:

Clasal - Arg, Cys, Gln, Glu, Ile, Leu, Met, Trp, Tyr, Val (OH-2' terminal tRNA).

Clasa II - Ala, Asn, Asp, Gly, His, Lys, Phe, Pro, Ser, Thr (OH-3' terminal tRNA).

Structura generala a unui aminoacil-tRNAs e redata mai jos. De asemenea sunt ilustrate
st conformatiile celor doud sintetaze - tip I g1 tip IL.

5 Bucla aminoacidica
pG

|
o ~ TyC

NS
Bucla\_/um] Bucla

Bucla anticodonica

Structura generali a AA -tRNAs Aminoacil- tRNA sintetaza.
a)Gln -tRNAs, b)Asp -tRNAs

Sinteza lantului polipeptidic incepe cu capatul N-terminal, la care aditioneaza ulterior
resturile de aminoacizi spre C-terminal. Aminoacidul initiator la procariote este V-
formilmetionina, la eucariote - metionina. N-formilmetionina se formeaza in doud etape:

1. Met + tRNA"™ + ATP —s= Metionil-tRNA"™ + AMP + PP,

2. N'-formiltetrahidrofolat + Met-tRNA"™ _~  N-formilmet- tRNA"™ + FH,
(tetrahidrofolat).

Reactia este catalizata de transformilaza specifica. Sunt 2 tRNA specifice la met-
tRNA™ si N-formilmet-tRNA" Prima conduce la includerea metioninei in lantul polipeptidic,
all - lalegatura cu un anumit locus in ribozom.

II. Formarea complexului de initiere decurge in 3 etape (fig. 2.40). Sunt necesare:
1) subunitatea mica a ribozomului; 2) mRNA ce codificd polipeptidul necesar; 3) N-
fimet tRNA™"; 4) 3 proteine-factori de initiere-IF-1, IF-2, IF-3; 5) GTP.

Etapa 1. Subunitatea mica leaga IF-3 1 previne reasociatia subunitatilor ribozomiale.
subunitate aditioneaza mRNA astfel codonul de iitiere AUG se fixeaza intr-un loc
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specific al subunitatii. Fixarea lui corectd e de-
terminata de un fragment al mMRNA aranjat la
cap 5'terminal adiacent codonului AUG (com-
pus din 6-8 resturi de A 51 G). Acest fragment
Shine-Dalgarno este perfect complementar
cu o succesiune de nucleotide de la cap 3'-
OH al rRNA 16 S (fig.2.41). Sensibilitatea ri-
bozomului la semnalul de initiere moduleaza
viteza traducerii. Semnalul indica locul de fixa-
re a N-fmet-tRNA ™.

Etapa 2. La complexul format aditioneaza
IF-2 legat de GTP si fmet-tRNA™ care se
fixeaza in centrul peptidilic (P).

Etapa 3. Complexul interactioneaza cu
subunitatea 50S, implicind simultan hidroliza
GTP pina la GDP si Pi, care se elimina din
complex. Parasesc ribozomul IF-1, IF-2 si
IF-3. In consecintd, se formeazi complexul
de initiere, alcatuit din ribozomul 708,
functional activ, si mRNA, N-fmet-tRNA ™,

Fixarea corectd a ultimei e determinata de
formarea perechii complimentare dintre tripletul
anticodon si codonul mRNA cit ti de fixarea
tRNA de locusul P al ribozomului.

Aceasta etapa la eucariote este mult mai com-
plexa si include o multime de factori (fig.2.42).

I11. Elongatia lantului polipeptidic

Eareprezintiun proces repetat. Pentru
realizarea lui sunt necesare: complexul menti-
onat deja, urmatorul AA-tRNA corespunza-
tor tripletului ulterior al mRNA, trei proteine
solubile citozolice, factori ai elongatiei — Tu,
Ts, G 51 GTP.

Procesul decurge in trei faze:

a) Aminoacidul urmator activ (AA -tRNA)
se fixeaza cu Tu si GTP, formind complex ce
aditioneaza la complexul de initiere. Simultan,
are loc hidroliza GTP, rezultind abandonarea
complexului Tu-GDP de catre ribozom.

Ultimul e reactivat cu GTP si Ts—1in Tu-
GTP. AA -tRNA se fixeazd de locusul
aminoacidic datorita interactiunii complemen-
tare antiparalele intre anticodon i codonul
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mRNA. Fixarea adecvatad e determinata si de interactiunea in locusul A intre tRNA si
rRNA. S-astabilit perfect cd in bucla TWC se localizeaza unele fragmente ce
formeazi perechi cu bazele din 16S rRNA - la fixarea anticodonului. In 16S rRNA
secventa C-C-A-A este complementard TWC din tRNA (fig.2.10). Legarea se
marcheaza numai dupa interactiunea corecta dintre codon si anticodon — efect alosteric
al fixarii (fig. 2.43). _

b) Elongarea continua prin formarea legaturii peptidice intre aminoacizi din locusu-
rile P 5i A. Complexul de initiere cu N-formilmetionina de la tRNA este propriu-zis
transferat pe grupa aminica a noului aminoacid in centrul A. Reactia ¢ catalizata de
peptidil transferaza, ce intra in compozitia subunitatii 50S si in final se formeaza
dipeptidil-tRNA, iar in centrul P ramine tRNA liber (fig. 2.44).

¢) In faza urmétoare ribozomul parcurge pe mRNA spre capatul 3' o distanta cgala
cu un codon, cu transferarea dipeptidului tRNA in centrul P, iar tRNA (hidroliza liberd)
abandoneazi ribozomul si se permuti in citozol. in centrul A se afld al treilea codon al
mRNA. Miscarea, alunecarea ribozomului se numeste franslocare. Procesul este ca-
talizat de o trranslocaza s1 presupune hidroliza unei molecule de GTP. Procesul e
conditionat de existenta factorului de elongare. In aceastd fazi au loc modificari
conformationale a intregului ribozom. El e gata de urmatorul ciclu de elongare.

La legarea in lant sunt antrenate doud molecule de GTP (fig. 2.44a).
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Figura 2.43. Etapa I a elongarii Figura 2.44. Etapa IT a elongarii, area legaturii peptidice

IV. Finalizarea sintezei lantului polipeptidilic (fig. 2.44b). Procesul se opreste
atunci ¢ind ribozomul intilneste unul dintre codonii nonsens, ce semnifici finalizarea. in
ansamblu, actioneazi si factorii de finisare — R, R, 51 S care efectueazi urmitoarele
operatii:

a) detasarea hidrolitica a polipeptidului de la tRNA st eliminarea lui (hidrolaza);

b) eliminarea tRNA, purtitor al ultimului aminoacid din locusul peptidilic;

¢) disocierea ribozomului in subunititile respective, apte sa resintetizeze un alt lant
polipeptidic.

Biosinteza proteinelor cere un consum substantial de energie — minimum 4 legaturi
macroergice sunt necesare pentru formarea unei legaturi peptidice, ce asigura ireversi-
bilitatea procesului si stabilitatea Iui. Lantul de mRNA poate retine mai multi ribozomi
impreuna, formind polizomi ce accelercazi considerabil sinteza s1 eficacitatea matricei
(fig.2.45).
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Figura 2.44a. Etapa III a elongarii, translocarea Figura 2.44b. Finalizarea sintezei proteinei

Daca sinteza proteinei nu e necesard, nucleazele deprimd mRNA.

In procesul de sinteza sau imediat dupa ea, proteina se autoasambleaza, formind
nformatia nativa — structura tridimensionala. Probabil lantul polipeptidic sintetizat
fera modificari covalente, numite modificari posttranslationale (prelucrari posttra-
cere — faza V), ce constau in:

1) modificarea capatului N-si C- terminal, N - mai frecvent se acetileaza;

2) indepartarea secventei semnalizante cu ajutorul unor peptidaze;

3)atagarea unor grupari functionale — fosfat, biotin, glicozil — pentru formarea
foproteinelor, carboxikinazelor, glicoproteinelor etc.;

4) clivarea unor oligopeptide (preproinsulina);

5) metilarea (lizina in muschi); iodurarea reziduului de tirozina in tircoglobulina;

6) carboxilarea (in protrombind a acidului glutamic);

=157 -



?) formarea plmtﬂor disulﬁdice; Subunitdti ribozomiale

8) modificarea unor aminoacizi lipsiti de cod )
(hidroxiprolina, hidroxilizina etc.).

In ce mod proteina sintetizatd se locali-
zeazd in celula?

La capatul N-terminal se pastreaza secven-
te specifice- lider — 15-30 de aminoacizi. Ei
sunt sintetizati in primul rind $i sunt identificati
de locusurile receptoral—specifice de pe
suprafata exterioard areticulului endoplasmatic
adiacent sintezei complete. Aceasta portiune-
lider, de obicei, e hidrofoba, liposolubila, usor
patrunde prinmembrana in interiorul cisternelor
reticulului endoplasmatic si trage dupa sine restul
lantului. Ideea originala fi apartine lui George
Palade, laureat al Premiului Nobel, original din
Moldova.

In cisterne, o peptidazi specifica o cliveaza.
Proteina maturd in aparatul Golgi este
incapsulata, apoi paraseste celula in formaunei
bule secretoare (fig. 2.45a).

In ultima perioada se postuleazi doui
conceptii de asamblare a proteinelor in forma
nativa, structurd unica trispatiala:
cotranslationala si posttranslationala.
Conform conceptiei cotranslationale, proteinele
se aranjeaza spatial in procesul sintezei lantului
polipeptidic in ribozom, iar potrivit conceptiei

Polipeptid

Directia -
translatici

i

Sceventd semnal
Citozol ;

\\ Ciclul ribozomial

SRP"
®

Ribozomial receptor

| .GDP + P,

Figura 2.45a. Compartimentalizarea proteinelor in reticulul endoplasmatic
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posttranslationale — forma nativa apare numai in urma eliberarii complete a lantului
polipeptidic din ribozom.

Sunt rezultatele unor experimente biochimice in vivo si pe sisteme-model, care confirma
conceptul cotranslational de asamblare.

De reguld, foldingul proteinelor are loc in compartimentele corespunzitoare ale celulei
—mitocondrii, reticulul endoplasmatic, citozol ribozomial. Proteinele penetreaza mai multe
membrane in calea spre locul de asamblare. Unele se pot asambla aldturi de membranele
corespunzatoare.

In citozol si in plasma organitelor celulare, unele proteine se asambleazi cu participarea
complexului ciaperonic.

Azi se pot evidentia trei cazuri de asamblare a proteinelor, in dependenta de localizarea
acestui proces: linga ribozom, in apropierea membranei sau cu participarea ciaperonilor.

Asamblarea proteinelor linga ribozom. Stim ca lantul polipeptidic paraseste
ribozomul intr-un anumit mod: incepind cu capatul N-terminal si, consecutiv, parcurge,
segment dupa segment, lantul din centrul polipeptidilic — prin canalul ribozomial ingust —
spre suprafata ribozomului, cu iesirea cotraslationald in citoplasma.

Daca lantul polipeptidic nu are secventa-lider, el nu este transportat §i se asambleaza
in citoplasma linga ribozom. In ce constau mecanismele de asamblare, ce reprezinta
acest model? Asamblarea incepe cu momentu! translocarii primului rest terminal-N al
lantului din ribozom in citozol (de la acest moment au loc modificari conformationale sub
influenta fortelor moleculare, ce cauzeazi asamblarea proteici). In continuare, asamblarea
are loc simultan, cu translocarea lantului, si se finiseaza dupa iesirea ultimului C-rest
terminal din ribozom.

- Asamblarea are loc in etape consecutive, analogice cu ciclurile de translocatie a
lantului din ribozom. Numarul de etape e identic cu fenomenul de translatie la sinteza
lantutui.

- La fiecare etapd se formeaza o conformatie a capatului N-terminal al lantului ce iese
din ribozom. Aceasta este o structurd initiala in formarea conformatiei unui lant mai lung
in etapa urmatoare a foldingului (are loc scindarea unor legaturi moleculare, cu formarea
altora).

- Elementele de structurd secundara (o — spatial,  — lant, domeniile) formate in
fiecare etapa a foldingului se distrug, se modifica sau pot ramine nemodificate in etapa
urmatoare.

- Formarea unei conformatii a lantului sintetizat la toate etapele foldingului, precum si
a conformatiei native a proteinei la ultima etapa, dureazi nu mai mult decit este necesar
ribozomului pentru realizarea unui ciclu de elongatie. Durata foldingului este egala cu
timpul sintezei lantului polipeptidic de ribozom.

Sunt propuse si citeva conceptii referitoare la mecanismul asamblarii cotranslationale:
a) ¢ determinata de viteza de translatie a diferitelor segmente ale lantului polipeptidic;
b) e determinata de viteza de transiatie a diferitelor segmente din mRNA, cauzata de
clasterele codoanelor rar Intilnite, cit §1 de codul degenerat;

c) altd conceptie sustine ¢ modificarile conformationale temporare sunt determinate
“codoanele” aminoacizilor initiatori $1 terminali pe suprafata o-spiralei.
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Cu alte cuvinte: structura secundara, tertiara proteica nu e dependenta de resturile
aminoacidice din lantul polipeptidic.

Asamblarea lingd membranda. Translocatia lantului polipeptidic prin membrana are
loc prin canalul respectiv membranar si coincide cu periodicitatea ciclului de elongatie
ribozomiala. Se presupune ca procesul de asamblare lingd membrana pe partea opusa a
organitelor celulare este analogic cu schema propusa la asamblarea proteinei linga
ribozomi. Se considera cd regiunea suprafetei respective, unde are loc asamblarea lantului
polipeptidic in structura nativa, contine resturi de aminoacizi polari si e foarte hidratata.
Acest fapt protejeaza lantul de interactiune cu complexul translocational proteic.

Schema propusa presupune ca asamblarea proteinelor este un proces dinamic de
autoorganizare a structurii spatiale a lantului polipeptidic, ce incontinuu se alungeste, in
functie de etapele de timp. In compartimentele celulei indepartate de ribozom, lanturile
polipeptidice se vorasambla posttranslational, adica dupa finisarea sintezei lor in ribozom
(cu exceptia acelor proteine care se sintetizeaza in ribozomii alaturati la membrana
reticulului endoplasmatic).

Conform acestei ipoteze, asamblarea cotranslationald a proteinelor indica faptul ci
asamblarea lantulu in structura nativa are loc simultan cu translocarea Iui in locul de
asamblare.

Foarte multe aspecte sunt neelucidate. Unele proteine, primar fiind native, pierd
structura tertiara rigida la interactiunea cu membranele. Asemenea modificari sufera
toxinele, diversele proteine de transport. Datele confirma cd membrana poate servi ca
factor denaturant in celula vie, cauzat de prezenta in membrana a sarcinii negative. Acest
potential electrostatic al suprafetei membranare manifesta o atractie a proteinelor din
solutie, cauzind micsorari locale de pH pe suprafata ei, cu formarea unui gradient de pH
in microspatiu. Se considera ca acest fapt, in ansamblu cu micsorarea permeabilitatii
dielectrice a mediului, poate transforma molecula proteica in stare denaturata cu
proprietatile caracteristice globulei in fiziune — starea a treia termodinamica a moleculei
proteice.

Una din caracteristicile moleculei proteice nenative este proprietatea ei majora de
asociere. In procesul de renaturare, proteinele sunt capabile si formeze asociatii de
intermediate.

Anionii sunt capabili sd inducd in proteinele globulare, partial denaturate, asociati,
care se amplificd odata cu diminuarea continutului de structura secundara.

Se considerd cd asocierea proteinelor ¢ o problema cardinald in biomedicina si
biotehnologie, fiind cauza unor astfel de maladii ca: boala Down, mieloma, cataracta,
afectiunile «prion».

In conditii extremale, adaptarea e cauzati de mutatiile la nivelul DNA sial proteinei
cu participarea unor grupe prostetice, care pot stabiliza atit starea nativa, cit si
intermediatele foldingului. S-a constatat experimental ca:

a) glicozilarea majoreaza mult stabilizarea si solubilizarea proteinelor;

b) glicozilarea nu modificd mecanismul foldingului si al asociatiei proteice;

¢) componenta glucidici, gratie capacitatii solubilizante, protejeaza partea proteica
de agregare termica, manifestind un efect ciaperoninic.
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In diferite situatii extremale, datoritd reglarii sintezei polioxizii a compusilor, se produc
concentratii locale mari ale grupelor glucidice, ce poseda efect de protejare. Asemenea
fenomene sunt inregistrate la bacterii, plante si animale mici.

La plantele rezistente la seceta proteinele inviate sunt bogate in lizina, serind, treonina,
ce joaca rolul de imitatori ai apei intracelulare, in conditii extremale.

Organismele pot anihila stresul prin neutralizarea aciditatii anormale sau echilibrarea
concentratiei mari de saruri, gratie concentratiei izoosmotice de substante corespunzatoare
sau a mutatiilor respective. Organismele termofile si barofile sunt capabile de adaptarea
celulelor cauzata de imprejurarile extremale pe parcursul intregului ciclu vital. La
hipertermofile limita cresterii optime este de 80-110°, presiunii hidrostatice — pind la
120 mPa, pH - de 0-11. Hipertermitele poseda o strategie de protejare putin cunoscuta
azi. Foarte pufin se cunoaste s1 despre degradarea hidrotermala a aminoacizilor. Degradanii
oxidante sunt supuse cisteina, metionina; dezamidarii — asparagina si glutamina.

Tonii, cofactorii, metabolitii conjugati cu componentele neproteice modificad esential
stabilitatea proteinelor si denaturarea termicd, ce poate fi permutata spre limita maxima
— pina la aproximativ 120°C.

Particularitatile biosintezei proteice la eucariote

Procesul biosintezei proteice la eucariote se desfagoard conform unui mecanism similar
procariotelor, dar cu unele particularitati:

a) Aminoacidul initiator nu este N-formilmetionina, ci metionina.

b) Pe molecula mRNA, la eucariote, exista un singur semnal de initiere, reprezentat
de 7-metil-guanozin trifosfat, legata printr-o succesiune de nucleotide metilate de codonul
initiator AUG; deci, mRNA la eucariote este monocistronic. Este singura succesiune de
nucleotide AUG apropiatd de 7-metil-guanosind care serveste drept codon de initiere;
aceasta este posibil datoritd exigentelor de legare a ribozomului. La procariote multi
mRNA sunt policistronici, codificind sinteza a doud sau mai multe proteine. Pe un astfel
de mRNA exista multiple semnale de initiere, care vor codifica sinteza a tot atitea proteine.

¢) Ribozomul eucariot nu «sare» peste codonii terminali ca cel procariot. Si acest fapt
pledeaza pentru caracterul monocistronic al mRNA la eucariote.

d) Viteza procesului de traducere este mai mare la eucariote; in plus, pentru cresterea
eficientei traducerii, mai multi ribozomi se angajeaza simultan in citireamRNA, toti incepind
citirea de la capatul 5'.

Asocierea mai multor ribozomi, ce traduc simultan aceeasi molecula de mRNA, se
numeste poliribozom sau polizom.

Inhibitorii sintezei proteinelor

Majoritatea toxinelor bacteriene se comporta ca inhibitori ai biosintezei de proteine.
Actiunea specificd a antibioticelor este incontestabila. Aproape fiecare etapa a sintezei
proteinelor e inhibatd de un anumit antibiotic §i aceasta inhibitie se poate intilni in orice
moment al transferului de mesaj. S-au stabilit urmatoarele (vezi fig.2.46):

1. Streptomicina produce erori in reproducerea mesajului genetic; interfereaza in
locul de initiere, cu legarea fmet.-tRNA™. De asemenca, ncomicina, kanamicina,

entamicina produc erori in reproducerea codului genetic.

2. Mitomicina, acyclovir (acelasi mecanism) impiedica separarea catenelor
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complementare ale DNA, acidul
nalidixic inhiba DNA helicaza (giraza),
actinomicina D se leaga trainic de DNA,
impiedica transcrierea.

3. Tetraciclina blocheaza A situs in
ribozom (initierea).

4 Eritromicina se leaga de
subunitatea 50S siinhiba translocarea.

5. Puromicina blocheaza elongarea,
e analoaga cu capatul 3'-OH al AA
tRNA si formeaza peptidil puromicina,
asa incit nu mai aditioneaza nici un
aminoacid.

6. Toxina difterica inhiba translocaza.

Spiramicina I i}
Carbomicina Eritromicina
Streptogramina Peptidil :

' - Puromicina

Cloramfenicol
Sparsomicina

%
1
¥
3
4

4~ Thiostrepton

Streptomicina

s ACifjl Acid fuzidic  Tetraciclina
aurintricarboxilic

Figura 2.46. Site-urile de actiune ale antibioticelor

7. Cloramfenicolul inhiba peptidil transferaza.

8. Ciclogeximida inhiba sinteza in ribozom 80S (translocaza).

9. Tunicamicina inhiba atagarea catenelor oligozaharidice. Rifampicina i amanitina
— s-au descris mai sus (RNA-polimeraza).

10. Spiramicina previne fixarea in site-ul P ribozomial.

11. Acidul fuzidic sechestreaza G-factor si GDP in site-ul GTP-azei.

12. Acidul aurintricarboxilic previne fixarea RNAm in subunitatea 30S ribozomiala.

13. Thiostreptona interactioneaza cu factorii G s1 T in site-ul GTP-azei.
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REGLAREA BIOSINTEZEI PROTEINELOR

Gratie procesului de reglare a sintezei, in celule se stabileste un complex adecvat de
enzime ce asigura activitatea normald a fenomenelor celulare. Desi fiecare celula contine
un set de genom caracteristic acestui organism, celulele Iui exprimanumai o parte din
genele structurale. Toate celulele contin un setde enzime de baza, necesar pentru
manifestarea metabolismului. Diferite celule, insa, contin structuri proprii numai lor si
indeplinesc anumite functii biologice. Biosinteza diferitelor tipuri de proteine specializate
sunt programate strict in timp §i consecutivitate, ceea ce permite o adaptare biochimica
la actiunea diversilor factori.

Celulele dispunde trei tipuri de enzime: 1. enzime inductibile; 2. enzime represibile;
3. enzime constitutibile. Ultimele se reprezinta in cantitate constanta, indiferent de sta-
rea metabolici a organismului (glicoliza). In alte celule reglarea e asigurati de cele induc-
tibile si se sintetizeaza numai atunci cind este necesar, sub influenta inductorului. Induc-
torul poate determina sinteza unui grup de enzime — inductie coordonata, ceea ce
permite o adaptare imediatd si economé inutilizarea substantelor nutritive. Concentratia
enzimelor represibile depinde de prezenta sau absenta din mediu a unui compus
denumit corepresor. Enzimele acestea sunt implicate in caile anabolice, cele inductibile,
respectiv, in catabolice. Ne confruntam si cu represie coordonata, represie prin produs
final.

Represia, casi inductia, e reflectarea principiului economiei celulare. Explicarea pro-
ceselorde inductie §i represie enzimatica se datoreaza lucrarilor lui F.Jacob si J.Monod
(1961) — teoria lac-operonului —, adica reglarea la nivelul transcriptiei .

Utilizarea lactozei la bacterii implica cresterea sintezei [3-galactozidazei necesare pentru
hidroliza lactozei cu scop energetic—, enzima codificata de gena Z. -galactozidele (-
galactoza g1 o-glucoza) sunt transportate prin membrana plasmatica printr-un proces
cuplat cu gradientul de protoni. Proteina implicata in acest proces este -galactozid
permiaza cu o masa moleculard de 46,5 kDa; sinteza ei este codificata de gena Y. Unele
[3-galactozide sunt acetilate sub actiunea transacetilazei, care vor traversa membrana
plasmatica, iesind din celula. Enzima este un dimer si este codificata de gena A. Genele
structurale care codifica sinteza celor trei enzime sunt controlate de alte doud gene: gena
reglatoare Lacl §1 gena operatoare O. Ultima, impreuna cu genele structurale, alcatuieste
operonul lactozei (Lac - operon) (fig. 2.47).

Genareglatoare se afla la distanta mica de operon si determind sinteza unei proteine
numitd represor, care, legindu-se de gena operatoare, impiedica transcrierea genelor
structurale. Inductorul (metabolit) se'lf:agé de proteina represor, modifica conformatia,
blocind fixarea ei de gena operatoare. In acest caz are loc transcrierea genelor i sinteza
enzimelor codificate de ele.

Teoriamodernizata consta in urmatoarele (fig. 2.47a).

inlipsa glucozei sau la concentratiile mici ale acesteia (carezultat al activitatii
adenilatciclazei si inhibarii fosfodiesterazet), apare AMPc, concentratia ciruia creste,

prezentind astfel semnalul foamei pentru bacterii. in consecintd, se formeaza complexul
u proteina receptoare, cu legarea acesteia de promotor (p-locus). Proteina receptoa-
e numita proteina activatoare a genei catabolice (CAP). Acest proces favorizeaza
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Figura 2.47. Reglarea activititii Lac - operonului (CRP-protein receptor penru AMPc)

patrunderea RNA-polimerazei in locusul de reglare. CAP dispune de doua centre
pentru AMPc si pentru DNA.

Proteina represor a fost izolata. Ea are doua centre pentru a se lega de locusul ope-
rator si de inductor. Atunci cind concentratia glucozei e mare, concentratia AMPce
mica. Lipseste si complexul CAP-AMPc. In final, RNA polimeraza nu se leagd de pro-
motor, iar genele Lac nu sunt transcrise, indiferent daca exista sau nu lactoza, adica
indiferent de faptul daca operatorul este sau nu ocupat de represor (fig. 2.47a).

Aceasta dubla modalitate de reglare (de CAP-AMPc si represor-inductor) confera
organismelor o mare flexibilitate metabolic, permitindu-le sa-si rezolve problemele de
adaptare in diverse medii nutritionale.

Promotorul e localizat in apropierea regiunii codificate. In anii 80 au fost depistate si
alte elemente reglatoare, denumite e n i a n ¢ e r s (activatori), localizate la mii de
nucleotide de la promotor sau regiunea codificatd. Sunt depistate si elementele
reglatoare —silancers, care servesc cainactivatori.

Posibil ¢ astfel se regleaza si aceste structuri. Promotorii i enhancersele sunt compuse
din citeva subiecte — secvente de nucleotide scurte care formeaza locusuri de fixare a
proteinelor reglatoare. Proteinele se atageaza de subiecte bilateral simetric.

..
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Figura 2.47a. Efectele combinate ale glucozei si lactozei in expresia Lac - operonului

Enhancers prezinta un puternic reglator pozitiv, efectul lui nu depinde de localizarea
fata de gena reglata. Fiecare gena poate avea unul sau mai multi enhancers.
Proprietatile acestor elemente sunt:
1) cis-elemente active, numai daca se afla in structura anumitului DNA cu gena reglata;
2) n-are polaritate, directia sa poate fi reorientata, fara a diminua practic activitatea
lor;
3) localizarea poate fi schimbata fata de gena, mai des e precedenta lui, la sute
sau mii de nucleotide. S-a determinat prezenta lor 1 in introni;
4) indiferent de gena pe care o regleaza, schimbind-o pe alta, o activeaza pe ultima;
5) poseda o slaba pronuntare de specie, insd in celulele sale actioneaza mai efectiv;
6) multi 11 manifestd o exprimata specificitate de tesut. Enhancers genei Hb sunt
maximum activi in celulele eritrocitare; enhancers ale H — catenelor imunoglobulinei
. sunt activi in celulele limfocitare. Enhancers prezinta factori primordiali ai diferentierii;
7) o gena poate avea mai multi enhancers;
8) enhancers sunt reglati de factorii celulari, de glucocorticoizi. Exista mai multe
secvente ce sunt identificate de receptorii glucocorticoizilor. Eliminarea lor inactiveaza
-enhancers, fapt argumentat la virusul cancerului glandei mamare.
9) hotarele enhancers nu-s strict delimitate, dar aflam regiuni discrete, in care
4 mutatiile brusc micsoreaza activitatea. Aceste regiuni corespund unor zone omoloage
intre enhancers; spre exemplu, blocul izolat - activ (GCTGTGCAAAG). Se inregistreazi
si alte zone conservative;
10) un enhancers are mai multe zone de acest tip premergitor. Intre blocuri se
manifesta sinergismul in actiune;
I1) enhancers (unii) activeaza transcriptia genei, dar nu o mentin. Gena mutantilor
lulari ce au pierdut enhancers, isi pierde activismul in alte celule. Activitatea se
estabileste numai daca se atageaza enhancers corespunzatori.
Silancers constituie elemente de control negativ, cu aceleasi proprietati. Expresia
1 va fi suficienta numai in cazul in care cu toate motivele in promotoare sau enhancers

- 165 -



se vor fixa proteinele corespunzatoare. De aceea, expresia genelor va fi pronuntata
doar in acele celule care sunt apte de sinteza unui complet de proteine reglatoare, capa-
bile sd recunoasca anumite motive. Se cunoaste c¢a albumina se sintetizeaza numai in
hepatocite, insa celulele creierului, ale splinei contin proteine care pot identifica elemen-
tele reglatoare ale genei de albumina, dar nu sintetizeaza albumina. Concluzia e unica:
activarea genei e un proces mult mai complex.

S-a dovedit ca proteinele ce se atageaza de DNA trebuie sd corespunda dupa
structura proteinelor fixate in vecindtate. Fiecare promotor si enhancers este capabil
sa reactioneze cu citeva combinatii diferite de molecule proteice, dar numai o singura
combinatie activeaza gena. Proteinele reglatoare formeaza homodimere (perechi de
proteine identice) sau heterodimere. Ultimele confera organismului unele avantaje
(identifica 2 secvente nucleotidice diferite in acelasi subiect de DNA) si ldrgeste spectrul
dereglare.

E argumentat si faptul ca activarea genei poate fi realizata de catre fragmentele pro-
teice reglatoare, care n-au nimic in comun cu locusurile responsabile de fixarea DNA
- aceste domenii activatoare intr-un mod anumit interactioneaza cu RNA-polimeraza.
Domeniile active pot servi ca locusuri de contact cu alte proteine si, in consecintd, cercul
de interactiune se largeste, indeosebi la heterodimere.

In ce mod interactioneaza proteinele atagate la DNA?

Partial rezolva problema asa-numitele fermoare de leucina (fig.2.48 a, b, ¢).

Figura 2.48a. Fixarea “fermoar” a doud molecule proteice Figura 2.48.b. «Fermoarui»
prin leucind. Ea favorizeazd fixarea proteinelor reglatoare leucina (fiecare al saptelea
cu DNA, modificind activitatea genelor amineacid) in Q-clicea proteica
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Motivul fixator de DNA

Motivul

DNA
= Fragmentul  «fermoars  homodimer
Figura 2.48¢c. Modelul Figura 2.48d. «Fermoaruly leucind contacteazda cu DNA, favorizind
computerizat (imaginea fixarea. Asparagina si alti aminoacizi in aceste fragmente sunt

mai inchisi indica invariabile
resturile de leucina)

In proteinele vizate aminoacidul al saptelea este leucina— aminoacid hidrofob ce
permite moleculei de proteina sa se asocieze in perechi cu locusurile lor, formind astfel
dimere - superspirald. Fragmentele sunt aranjate paralel, ca-n colagen, determinind du-
ritatea spiralei. Pot asocia diferite proteine, dar la fixarea DNA nu participa.

In apropierea acestor fragmente sunt situate secvente bogate In arginina si lizind, care
contacteaza cu DNA. Pozitia adecvatd a fragmentelor de arginina si lizind, ce
determina fixarea cu subiectele bilateral simetrice din DNA, este asigurati de asocierea
a2 molecule de proteine (fermoar (g )-piciorusul - fermoar; umerii-aminoacizi bazici).
Spirala e deformata de asparagina, ce-i permite spiralei si contacteze cu DNA. Aceste
fragmente au un grad mare de conservatism, un rezultat evident evolutiv si posibil
releva formarea heterodimerilor din proteinele neidentice (fig.2.48.d).

Reglarea fina a biosintezel proteinei ¢ necesara pentru functionarea normala atit
acelulei, citgia intregului organism. Generarea insuficient sau excesivi mécar a unei
proteine poate conduce la consecinte nefaste. Surplusul unor factori de evolutie provoaca
malignizarea celulelor.

E clar ca durata sintezei fiecdrei proteine e direct proportionala cantititii de
mRNA. Factorii ce regleaza cantitatea de mRNA, in final, determini si nivelul de
sinteza a proteinei. Cantitatea de mRNA si proteind corespunzatoare din celuld era
determinata, dupa presupuneri, numai de durata procesului de sintezi. Recent, s-a
stabilit ca un rol important il joaci si durata de degradare a mRNA. Producerea protei-
nei depinde nu numai de intensitatea sintetizariimRNA, dar si de durata scindirii lui.

Ce determina durata degradarii mRNA?

mRNA degradeaza n citozol sub actiunea enzimelor denumite ribonucleaze, care
activeaza sub influenta unor factori ce se fixeazi de moleculele de mRNA. Unul dintre
factorii principali este structura lor proprie (fig.2.49.a,b).

Semnal start Senmal stop Poli A
Gpp ARTTTCCUTITIN, FRTRCCCUSURTCCCY FRCEVUURRICCUIOY EVVUUTITCCUOIIN, (YRRRPCCUOROCN VROCSOOOSY
5 netranslabil Secventa

! -
. 3netranslabil
codificata

Figura 2.49a, Molecula de mRNA
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Figura 2.49b. Influenta diferitelor portiuni de mRNA la
stabilitatea moleculei proprii. Modificind pozitia
semnalului “stop”, se mdreste sau se micsoreazd zona
codificatd, ce conduce la majorarea P 1/2 mRNA, cu
cresterea numdrului de ribozomi fixati (2,3). Modificind

Pentru sinteza proteinelor rolul pri-
mordial il are secventa codificatd, unde
actioneaza ribozomii. Acest proces
este influentat efectiv de celelalte
fragmente.

a) Lipsa 5'-fragment netranslabil in
gena C-myc (gena protooncogena, ce
codifica proteina necesara pentru mi-
toza normald. Daca, insd, proteina e
modificatd saue inexces, celulanor-
mala se malignizeaza) mareste perioa-
da de injumatatire (P1/2) amRNA,
genereazd surplus de proteina in
celulele ganglionilor limfatici si
fenomene de anomalie exprimate in
celule cancerigene.

In 1984, K.Dani si F.Janter
(Franta) au demonstrat ca mRNA
normal la transcriptia genei e relativ
stabil si are o perioada de injumatatire

in mRNA stabild cap.3 netranslabil cu fragmentul analog
din 5, hibridul devine foarte nestabil (6) si invers, la
modificarea in mRNA nestabild (5) a segmentului 3
netranslabil cu cel din molecula stabild, durata vietii e
prolongati (7)

egala cu 10 minute. Tot e1 au stabilit
cd in celulele cancerigene ale
ganglionilor limfaticic mRNA e mai
scurt, fard segmentul 5'-netranslabil
si, deci, au un P1/2 mult mai mare.

b) S-adovedit ca modificarile din dimensiunule fragmentului de codificare a
mRNA deregleaza P1/2 si influenteazd mult degradarea mRNA.

¢) S-astudiat P1/2 al mRNA la 3 si d globine in celulele maduvei osoase a omului,
gene ce codificd compartimentele proteice ale moleculelor din doud variante de hemo-
globina. S-a stabilit ca mRNA la § degradeaza de 4 ori mai rapid decit mRNA la 3
globina. Ele, insa, se deosebesc dupa fragmentul 3'-netranslabil. Savantii in materie din
Cambridge (SUA) au determinat ca viteza de degradatie depinde de continutul de
adenina si uracil in acest segment. Cu cit e mai mare continutul lor, cu atit mai rapid
degradeaza mRNA.

d) Un anumit mesaj il confera si poli A. Se considera ¢ coada poli A trebuie si fie
inlaturata anterior degradarii mRNA. E posibil ca nu singurul poli A, cio proteina
liganda sporeste stabilitatea mRNA. Aceastd proteind (PABP) se racordeaza la coada
de 100 ori mai puternic decit la alte portiuni de moleculamRNA. Anume aceasta pro-
teina stabilizeazd mRNA, durabil protejind poli A de invazia ribonucleazelor (fig. 2.49¢).

Este elocvent si faptul ¢ in cadrul stabilitatii legaturii proteina poli A influenteaza si
celelalte segmente ale mMRNA. Prin urmare, nu numai fiecare segment influenteaza
stabilitatea mRNA, ci, in unele cazuri, stabilitatea e determinata si de combinarea pro-
prietétilor acestor segmente, in ansamblu.
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Figura 2.49¢, Ciclul vital al mRNA

Dar care sunt mecanismele anume,
mai concret va ardta viitorul.

Putem, totusi, afirma ca:

1. Stabilitatea mRNA depinde side
virusi. Ei grabesc degradarea mRNA
celulare, activind ribonucleazele s1 po-
lizomii liberi, sintetizeaza proteine
virotice proprii.

2. Estrogenii maresc stabilitatea, la
fel ca s hormonul de crestere, cortizonul
efc.

3. In unele cazuri, proteina isi
regleaza continutul propriu al mRNA.
Autoreglarea de tipul dat e descrisa la
compartimentul sinteza histonelor
(fig.2.49d,¢).

Histonele libere, nelegate cu DNA,
favorizeaza scindarea mRNA histonice,
probabil legindu-se cu fragmentul 3'-
netranslator, care se scindeaza primul.

Histonele 1au parte la activarea genelor, reglarea transcriptiel. Pentru initierea tran-
scriptiei e necesara o interactiune directa sau indirecta a proteinelor activatoare, cu o
portiune din coada histonei H, pe TATA-bloc al DNA in promotor. Ca urmare, are loc
o disociatie menajata a octamerului histonic,

prin detagarea histonelor H,A si H,B.

histone

Gl S G2 M
mRNA pentru
histone i
: Viteza de scindarc
Nivelul

mRNA pentru

relativ 7

Histonele in
CITOpTasiia

Histona mRNA

histonic

Ribonugleaza

Ribonucleaza
activi

Figura 2.49d. Ipoteza autoreglirii continutului de histone la diferite faze ale ciclului celular
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Figura 2.49e. Mecanismul inductici lizei mRNA propriu de tubulind (a) si histone (b)

In consecinti, TATA-bloc e disponibil pentru asocierea cu factori bazali (inclusiv si
RNA- polimeraza) si formarea complexului preinitial si inceputul transcriptiei cu o viteza

mica.

Sunt cunoscuti citiva factori sus-mentionati, dar mecanismul de reglare a biosintezet
proteinelor ramine a fi, in multe cazuri, neclar. Cind savantii vor putea modifica intentio-
nat stabilitatea mRNA, posibil vom stavili inmultirea celulelor anomale, vom reduce sau
complet vom suprima incidenta cancerului. ;

In calea de la DNA la proteina, controlul se poate realiza, practic, la fiecare faza. Se

remarca urmatoarele puncte de
control:

1) control la nivelul transcriptiet
— timpul si caracterul transcriptiel

geneirespective;
2) control la nivelul
procesingului — caracterul

procesingului al transcriptului RNA
primar;

3) control la nivelul de trans-
port—selectia in nucleu amRNA
mature, menita exportului in citozol;

4) control la nivelul translatiei —
selectia in citozolamRNA, menita
translarii in ribozomi;

5) control la nivelul de
degradatiea mRNA — stabilizarea
specifica a unor tipuri de mRNA in
citozol.

Succesiunea proceselor in
stabilirea concentratie1 de proteine,
cit s1 punctele potentiale de control
sunt redate in fig. 2.50.

Gene
DNA
Transcriptia ”&
Transcript 5
primar P\M ~s v Nucleotide
Procesingul i ! Degradarea
posttranscriptional] A mrNA

mRNA "M

Traslatia (\

Proteina inactivi Aminoacizi
Procesingul
posttranslational 2o
i‘ o @ ;.5"
Degradarea
Proteina activi proteinei

Secretia g1 transportul proteinel

Figura 2.50. Punctele potentiale de control in
reglarea echilibrului proteic
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