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Replicarea ADN

Replicarea ADN este un proces fundamental ce sta la baza
transmiterii informatiei genetice (ereditare), prin care informatia genetica
este copiata identic si transmisa prin diviziunea celulara, Tn succesiunea

generatiilor de celule.
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Prin procesul de replicare, dintr-o molecula parentala de ADN bicatenar se vor
forma 2 molecule de ADN identice intre ele si cu molecula parentala, fiecare
din moleculele nou formate fiind alcatuita dintr-o catena nou sintetizata si o
catena veche (matrita) - replicare semiconservativa.

Two identical
DNA molecules:
half new, half
from original

Original DNA Original DNA strands

pried apart




Procesul de replicare se realizeaza prin intermediul unui complex
care cuprinde numeroase enzime si proteine.

Principalele componente ale aparatului replicativ sunt:

ADN topoizomeraza - sectioneaza si despiralizeaza
dublului helix, reducand astfel tensiunea din aval.
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ADN helicaza - rupe legaturile
de hidrogen intre bazele azotate
complementare si elibereaza
monocatenele de ADN.

Double Stranded
XOOQOQOOC ™o

Single Stranded
DNA

DNA Helicase



Proteinele RPA (SSB) - impiedica refacerea
dublului helix prin atasarea la monocatenele de ADN
eliberate de helicaze
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Single-stranded DNA
binding protein (SSB)
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ARN primaza - sintetizeaza unui
scurt fragment de ARN (10-15
nucleotide) denumit primer.

Fragmentul este extins de catre
polimeraza a pana la 60 nucleotide.

Polimerazele nu stiu sa inceapa
sinteza unui fragment nou de ADN si
au nevoie de prezenta primerului, ele
pot doar sa extinda o catena,
adaugand dezoxiribonucleotide
activate la capatul 3’-OH.

Single-Stranded DNA
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DNA template
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{Primase released, j




ADN polimerazele alpha (a), delta (A) si epsilon (g) - adauga
nucleotide complementare catenei matrita.

Polimeraza a extinde primerul pana la 60 nucleotide.

Polimerazele & si € adauga nucleotide complementare, sintetizand astfel noile
catene.
ADN polimerazele & si € adauga nucleotide numai n directia 5’-3’, incorporand
nucleotide complementare catenei matrita.
La nivelul catenei matrita 3’-5’, sinteza noii catene (5’-3’) se realizeaza rapid si
continuu de catre polimeraza .
La nivelul catenei matrita 5’-3’, sinteza se realizeaza lent, discontinuu, prin
intermediul polimerazei & care adauga nucleotide in directia 5’-3’ sub forma unor
fragmente de 100 pana la 1000 nucleotide denumite fragmente Okazaki.
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Polimerazele & si € opereaza
cu mare fidelitate si au
activitate de autocorectie.

Acestea recunosc bazele
inserate gresit si datorita
activitatii lor exonucleazice
3’-5’, revin si corecteaza
eroarea.

Astfel, polimerazele fac o
eroare la un milion
nucleotide. Prin intermediul

mecanismelor de reparare a
ADN, erorile se reduc la una
la 1 miilard de nucleotide.
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ADN ligaza - reface continuitatea catenei.
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PCNA

Polymerase
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RNA-Primer

Polymerase
PCNA

Proteinele PCNA - mentin masinaria de replicare atasata la
catenele de ADN



Etapele replicarii

2rigins of replication
/ \ \‘_' DHA
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Replication bubbles *

Procesul de replicare incepe la nivelul unor regiuni specifice din genom
(cca. 100 000) formate din secvente de ADN specifice (secvente de 3000
pb) denumite ORI - origini de replicare. La aceste secvente se ataseaza
proteine de initiere si enzime de replicare formand complexul de pre-

initiere a replicarii (pre-RC). Procesul odata inceput, se desfasoara in
ambele directii.



Prin intermediul topoizomerazelor si al helicazelor se despiralizeaza ADN-
ul bicatenar si se separa cele 2 catene. Separarea monocatenelor este
mentinuta prin intermediul proteinelor SSB, formandu-se furca de replicare,
structura in forma de'.

In etapa urméatoare are loc sinteza unui scurt fragment de ARN (10-15

nucleotide) denumit primer, de catre enzima ARN primaza.

parental duplex

RNA primer

/kazakl fragment

fork progression



Sinteza de catre ADN polimeraze se face

Intotdeauna in directia 5'-3'.

Leading strand
3
=3 T : DNA polymerase

Primer

Okazaki fragment ——

Helicase

Primase
5
Lagging strand

Lagging Strand

3I

Okazaki Fragment
5' -—
5I

3I
Leading Strand

i
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Polimerazelor & si € adauga
nucleotide complementare,
sintetizand astfel noile catene.
ADN polimerazele & si &€ adauga
nucleotide numai in directia 5’-3’,
incorporand nucleotide catenei
matrita.

La nivelul catenei matrita 3’-5,
sinteza noii catene (5’-3’) se
realizeaza rapid si continuu de
catre polimeraza € (catena se mai
numeste “avansata” sau “rapida”
(engl. - leading strand).

La nivelul catenei matrita 5’-3’,
sinteza se realizeaza lent,
discontinuu, prin  intermediul
polimerazei & <care adauga
nucleotide 1n directia 5°-3’ sub
forma unor fragmente de 100 pana
la 1000 nucleotide denumite
fragmente Okazaki (catena “lenta”
“discontinua” - lagging strand).
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Telomerele sunt structuri cromatiniene localizate la capetele cromozomilor

Telomere

The telomeres form caps at
the ends of chromosomes.
They contain a unique DNA
sequence which is repeated
several times.

ADN telomeric este format, la
toti cromozomii, prin
repetipia in tandem a unui
hexanucleotid 5'-TTAGGG-3'
pe o catena (catena bogata in

Chromosome 4

1
TTAGGG TTAGGG TTAGGG TTAGGG TTAGGG TTAGGG TTAGGG TTAGGG °
AATCCC AATCCC AATCCC AATCLC AATCCC AATCCC 5

. . Telomere e sequence varies sli
G) si a  secvenpei vetween specis,
complementare 3'- AATCCC-
5' pe cealalta catena (catena Telomerele au dimensiuni cuprinse intre

bogatd in C.) 5 si 20 de kb (20000 pb).



Roluri:

1) asigura stabilitatea cromozomilor,
prevenind unirea cu alti cromozomi

2) intervin si in stabilirea arhitecturii
tridimensionale a nucleului

3) procesul de recombinare cromozomiala
din meioza

4) asigurarea replicarii complete a capetelor
cromozomului. Procesul se realizeazd cu
ajutorul telomerazei.

Copyright © 2005 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Genetics

homologous
chromosomes

non-sister
chromatids



Datorita particularitatilor procesului de replicare (activitatii polimerazei),
la nivelul capatului 5’ al fiecarei catene nou-sintetizate ramane un fragment
care nu poate fi sintetizat (nereplicat).

Molecula de ADN nou-sintetizata va avea un capat 5’ mai scurt, regiunea
nereplicata fiind regiunea corespunzatoare primerului degradat.

Aceste fragmente terminale sunt la nivelul telomerelor, fiecare telomer avand
0 regiune bicatenara si o regiune monocatenara (200-300 nucleotide).
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Protectia telomerului este realizata prin patrunderea tractului monocatenar
3' intre cele doua catene ale regiuni bicatenare, formandu-se o bucla,
denumita bucla T.

Buclele sunt structuri tranzitorii care se desfac in timpul replicarii.

Dupa fiecare ciclu de replicare, se pierd aproximativ 15-20 de nucleotide de
la nivelul telomerelor, datoritd particularitatilor procesului de replicare. in
realitate scurtarea telomerelor este mai pronuntata (60-150 bp), diferenta
fiind cauzata de radicalii liberi.
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TELOMERAZA

(a) Elongation (b) Translocation

Telomerase
RNA template TERT

CCCAArcwc 5'
ki/ ; ° lﬂNﬂEGTT‘N\\ S,
- [1 O] L 3 Y
DNA )

Nucleotide

Scurtarea telomerelor este prevenita de actiunea unei
enzime specifice denumita telomeraza, care asigura
replicarea completa.

Enzima cu structura ribonucleoproteica formata dintr-o
subunitate proteica “TERT”, cu activitate de
transcriptaza inversa (reverstranscriptie) si dintr-o
subunitate “TERC”, care e o subunitate de ARN TERc,
care contine o secventa de ARN complementara
secventei telomerice (3’-CCCAATCCC-5’).

RNA template

Telomerase

Nucleotide

............... 3
CCATGCATT T
TAC CAAUCCCAAUC
3’ bl 5
telomerase

Telomerase has an associated RNA that complements
the 3’ overhang at the end of the chromosome.

CAAUCCCAAUC
telomerase

The RNA template is used to synthesize the complementay
strand.

L N e e e s e e o . £
CCATGCATT TTA i 5

; TAC . CAAUCCCAAUC
3 dledlele 5 telomerase

Telomerase shifts, and the process is repeated.
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T AlC AATCCCAAT
& B ]

Primase and DNA polymerase syntesize the complementary
strand.



Telomeraza e o enzima activa mai
ales in timpul vietii embrionare
(celulele germinate, stem, blastocit),
dupa nastere, diminuandu-si
activitatea aproape complet, dar
ramane activa numai la nivelul
celulelor stem.

Pe masura ce celula se divide,
se pierd secventele telomerice,
ajungand la un moment dat la o
scurtare care conduce la oprirea

diviziunii.

Astfel, telomerele sunt
considerate ceasul molecular al
— diviziunii celulare, dand
b F“:) informatii asupra numarului de

diviziuni restante ale unei celule.




Hutchinson Gilford

In unele cancere, se produce o
reactivare a telomerazei, care
stabilizeaza lungimea telomerelor,
addugand secventele hexamerice
specifice, si celulele incep séa se
divida activ.

Acest fenomen este, foarte
probabil, implicat in imortalizarea
celulara.

Scurtarea telomerelor a fost asociata cu
fenomenul de senescenta (unele
persoane cu stari progeoride, ex
Hutchinson Gilford au o scurtare precoce
a telomerelor - telomerele sunt mult mai
mici decat la persoane normale de aceeasi
varsta)

What We Lose With Age
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... telomeres shorten, and eventually cell division stops.

over time ...

Telemeres,
end caps that protect
the chromosome



GENOMUL UMAN



Proiectul Genomului Uman (PGU)

SECVENTIEREA GENOMULUI UMAN

International Human Genome Sequencing Consortium

- determinarea secventei genomului
uman = stabilirea ordinii liniare a

nucleotidelor in ADN

GENOME ™)
@'\f_ - Secventierea genomului haploid

2 (22A+X+Y)
- identificarea si localizarea genelor

» 1990 —inceperea PGU ce alcatuiesc genomul uman
» 2000- prima schita de lucru

» 2001 - primele date publicate ce acopereau eucromatina 96% (2,69 Gb)
» 2004 - prima versiune finisata ( 2,85 GB, precizie 99%)

» 2007 — versiunea terminata, dupa au aparut variante actualizate



Genom = ansamblul informatiei ereditare

din ADN-ul unei celule sau al unui organism.

= informatia din ADN-ul cromozomial (24
molecule de ADN)

GENOMUL UMAN - GRCh38 (iunie 2016)
(datele sunt pentru cele 24 de molecule de
ADN diferite - 24 cromozomi)

Lungime totala -3270 Mb -3,27 GB
- eucromatina — 3100 Mb
- heterocromatina -170 Mb

Gene ce codifica proteine - 20 441
ADN codant (exoni) 1,2%

Gene ARN necodant - 22 219
Pseudogene - 14 606

Transcripte genice - 198 002
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Genomul a doua persoane neinrudite este comun 99,9% (1 la 1000 pb)

98% - este ADN necodant ce se gaseste in principal in gene ce
codifica ARNnNc si diferite clase de ADN repetitiv

1,2% - ADN codant (exoni)

250,000,000
225,000,000 -
200,000,000

- genele au distributie inegala in cromozomi

175,000,000

i
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100,000,000 . = S L =
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25,000,000 i =
JHHAI i HE
0 | 1= B bl - =] |
() Q, e & 0 0O o O
% % 4”; 4”\3 4'{; s 2 P D % % 47 Mb

Chromosome

ADN necodant intra in structura genelor ce codifica proteine (elemente reglatoare,
introni, regiuni UTR), genele ce codifica ARN necodant (ARNr, ARNt, ARNsn, ARNsno,
ARN telomeraza, ARNmi, ARNa, ARNSsi, ARNInc ,ARNdi), elementelor genetice mobile —
transpozoni, ADN inalt repetitiv

Pseudogene - gene care au devenit nefunctionale din cauza unor mutatii inactivatoare



5..GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA... 3 Genomul de referlnta (nu

Double Helix : )
3°...CCTAAAGATCCATTGAGTCAGCT... 5 include diversitatea si
Reference  _.GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA.. polimorfismul genetic), se refera
la secventele identice la toti
Individual 1 ...GGATTTCTAGGTAACTCAGTCGA... |nd|V|Z“
ngvidai2  ..GGATTTCMAGGTAACTCAGTCGA...
navidals  ...GGATTTCMAGGTAACTCAGTCGA...
ngvidiais  ...GGATTTCTAGGTAACTCAGTHGA...
navieals  ...GGATHBCTAGGTAACTCAGTCGA...

Genomul a doua persoane neinrudite este comun 99,9% (diferente 1 pb la
1000 pb).

00| oot 3
y ’{ i’Genome verage:
1500 o9 e . ~6.7 ge:es/M%
8 .11 ’ 3 / .2 L] ] " ] (v ~n -
g o7 o Distributie inegala a genelor in cromozomi:
g 1000 = 28
2 JE g4 9 7 . . n
- LR TR - cromozomi bogati in gene: ex.19, 22, 17
= > * ’
= o 029 - 15 §
22 ’ . v RPN
e o0 . -cromozomi saraci in gene: ex. 13, 18, X
SR - cher’c;fr;gggrrnes
*
T & e b 2 2

Chromosome Size (Mb)



CLASE DE ADN

- ADN nerepetitiv (secvente unice) se gaseste in regiunile
bogate in eucromatina, exoni, introni , secvente de
reglare, extragenic.

- ADN moderat repetitiv consta in secvente de 300 — 1000
pb repetate de zeci sau sute de ori; se gaseste la nivelul
genelor ce codifica ARNr , ARNt, elemente genetice
mobile (transpozoni) - dispersate in genom

- ADN Tinalt repetitiv - secvente de 2-200 pb, repetate
de mii de ori nu sunt transcrise in ARN, ce se
gaseste in:

- ADN satelit ce alcatuieste blocuri mari de
heterocromatind situate 1n anumite regiuni

cromozomiale: centromer, telomere, constrictii
secundare, benzi G pozitive

- minisateliti - repetitii de 10-60 bp
- microsateliti - repetitii de 1-6 bp

Denaturaton
{high temparatons)

Renaturation
{lower temperature)

Wi; i

{a) Penaturation of DNA strands
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13 CODIS Core STR Loci
with Chromosomal Positions

Profilul ADN (nr.repetitii- mama, copil, tata)

-
TPOX g M C T
D351358
E - - D2S11 | 28 30 |28 31 29 31
D55818 Cecs b .-t WEVA
Y Lae-. D7S820 |9 10 |10 11 11 12
LCSF1P03 - 5
T 2 s e E R E O e B 14 15 |14 16 15 16
o D13S317 | 7 7 9 8 9
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0133517 D16S539 » D18S51 D21511 AMEL
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Microsatelitii si minisatelitii sunt
secvente foarte variabile care au un numar
B - ropeats G - 6 repeats de repetitii specific pentru fiecare
@ 1 I ([ ([ | persoana realizandu-se un profil genetic
specific = amprenta genetica specifica a
‘{GAT =41’C}?ears AGAT | =19 re}?ears unUI |nd|V|d
i [ [ 1 [ I [ [ [T TTTTTITTTTT]

(A
)
)

NSy

{

AGAT | = 12 repeats AGAT = 14 repeats

[T T T TTTTTTTTTTT T —

==
STR site 1 STR site 2

Aplicatii: - medicina legala
- stabilirea paternitatii
- studii populationale



VARIABILITATEA STRUCTURALA A GENOMULUI UMAN

POLIMORFISME GENETICE

= variatii individuale de secventa si structura a genomului fara modificari

fenotipice, ce se gasesc >1% din populatie

O Polimorfisme monucleotidice — SNP (1 la 1000 bp)




O Polimorfisme ale repetitiilor de secventa scurta (SSR)
minisateliti si microsateliti — amprenta genetica

@ AGAT = 7 repeats = 6 repeats

AGAT | = 4 repeats AGAT = 19 repeats
[T ITT T

CRRRNNNRRNNRNE  WARNNNRNNNRRN

STR site 1 STR site 2

AGA =12 Té:’peats AGAT =14 rfyeats
n&i
s

O Insertii si deletii scurte —indel (2-16 pb)

Indel examples

wild-type sequence

ATCTTCAGCCATARRAGATGAAGTT
3 bp deletion

ATCTTCAGCCARAGATGAAGTT
4 bp insertion (ocrange)

ATCTTCAGCCATATCTGARAGATGAAGTT



Polimorfisme ce implica secvente ADN mari (peste 100 nucleotide) =

variatii structurale

Q Variante ale numarului de copii = CNV - CNP (duplicatii/deletii) ADN >

1kb (mai mari de 1000 bp)

O Polimorfismul inversiilor si translocatiilor

O Insertii de elemente mobile

[~ ]o ol o Je] -

REFERENCE SEQUENCE

[~ ] o JEURGINEN o & - |

COPY NUMBER VARIANT

1o i o [l - | - 6

SEGEMENTAL DUPLICATION

OO 0 ['DEpol|

COMPLEX COPY NUMBER VARIANT

o JlEll - e o

INVERSION

TRANSLOCATION



GENA — STRUCTURA UNEI GENEI
CE CODIFICA PROTEINE



GENA - STRUCTURA UNEI GENEI CE CODIFICA PROTEINE

Numar gene ce codifica proteine in genomul uman - aprox. 20 000 (20441
- GRCh38)

Locus - pozitia specifica a unei gene pe cromozom

NA /k A Gene 2

molecule 7
Gene 1

1/ | k“
/7 Gene 3
- Y
V7Y Ja

Gene 1

chromosome

Gene 2

Chromosome

Genes



GENA = un ansamblu liniar de secvente nucleotidice, necesar
pentru a produce un polipeptid sau o molecula de ARN
functional.

(7 N2
Genome \!.!_:\ . g‘ Ig\?‘ e
"R \&'E‘ 3\\% :h sz

Chromosome - — -

Gene Gene
Intergenic region




STRUCTURA GENEI

Genele ce codifica proteine contin:

. Regiune centrald = Cadrul de lectura (ORF), transcrisa (copiatd) in ARN
mesager precursor

O 2 Regiuni laterale :

- regiunea laterala 5' (contine promotorul si alte elemente de reglare)

- regiunea laterala 3' (imprecis delimitata si functie necunoscuta
complet, contine secvente semnal care afecteaza procesarea, stablitatea si durata

de viata a ARNm)

. TATA box
3 3

Enhacer ocT CAAT SST
Silencer RE G {

Insulators

Enhancer

" o o
o .

b\ AATAAA

Intron
Exon



REGIUNEA CENTRALA - contine informatia necesara
sintezel proteinel

|
5 Enhancers / Silencers CAAT GC TAA,TAG,TGA 3

I RE M\ 7TATA sutrExon

Intron Exon Intron Exon Intron ExonlBUTH

DNA

55T AATAAA

Insulators
ATG polyadenylation site

Regiunea centrala este formata din:
- situsul strat al transcriptiei - SST (locul de unde incepe transcriptia)

- regiunea 5 UTR (5° untranslated region) — regiune transcrisa, dar
netranslata ce contine secventa consens (5° CCAGCCATG 3°) care cuprinde
codonul initiator (ATG — AUG in ARN)

- EXONI - secvente codante (ultimul exon cuprinde un codon stop)
- INTRONI - secvente necodificatoare

- regiunea 3 UTR (3‘ untranslated region) - regiune transcrisa, dar
netranslata, contine situsul de poliadenilare AATAAA



EXONII

— eX0N — intron 1€X0N - intron 1€XON - intron 1 €X0N - intron T— €xon

DNA

ATG GT AG  GT

LrAnSCripton

AUG  GU AG  GU AG

AG  GT AG GT

AG  GU AG

AG TAGTAA

TGA

pre-mRNA cap ::—:—:—:—:I:I PolyA

post-processing &
-.|11|r|m_;

¥ A

mRNA R

[EEIE poivA

AUG

UAG,UAA
UGA

UAG,UAA
UGA

Exonii sunt secvente codante transcrise in ARN mesager precursor

si pastrate in ARNm matur.

Exonii sunt regiunile functionale din structura genei, care codifica
anumite parti structurale si/sau functionale distincte ale proteineil.

Lungimea exonilor este mult mai mica decat cea a intronilor
(lungime medie exoni 140 pb, lungimea medie a intronilor este 1000

pbh).



INTRONII

— €XON — intron 1 €XON - intron - €XON - intron - €XON - intron T—— €xon
DNA :
ATG GT AG  GT AG GT AG GT AG TAGTAA
EFAnSCrptn TG'A'
AUG GU AG  GU GU AG GU AG
pre-mRNA. c3p [ N N S O o[ 7oA
UAG, UAA
post-processing & UGA
Splecineg
. L r A
mRNA <ap [Nl [ PovA
AUG UAG,UAA

UGA

Intronii sunt sunt secvente necodante, transcrise initial in ARNm

precursor (transcript primar) dar decupate precis si indepartate ulterior din

ARNmM matur, ce va fi alcatuit prin asamblarea exonilor.

Intronii sunt secvente intercalate pentru ca se interpun intre exoni

(nr.exonilor este mai mare cu unu decat nr intronilor), majoritatea intronilor

incep cu dinucleotidele 5' GT si sfarsesc cu AG 3°.



Regiunile laterale netranscrise au rolul de a semnaliza initierea sau
terminarea transcriptiei de catre ARN-polimerazé si de aregla intensitatea ei.

Regiunea laterala 5': cuprinde promotorul (alcatuit din miezul promotorului
si promotorul proximal) si alte elemente de reglare

ROL IN REGLAREA EXPRESIEI GENICE

Froximal

control elements Core

promoter

/\ ‘ Start of transcription  pana Poly(A) site
—
GC box CAAT box TATA box Inr Exon1 Exon 2 Exon 3
DNA " t— S i e \ " "
'GGGCGG  GCCCAATCT TATAAA | T mtron T ntron T |
-100 ~-80 ~-25 +1
\ J - " -
5" untranslated 3’ untranslated
region (leader) region (trailer)

Regiunea laterala 5'

- Miezul promotorului: boxa TATA, boxa GC, boxa CAAT

- Promotor proximal : elemente care determina expresia specific-
tisulara a anumitor gene

- Alte elemente : activatori + inhibitori + insulatori



|
> Enhancers / Silencers CAAT GC TAA,TAG,
/1\\ RE /\ TATA suTrRExon Intron Exon Intron Exon Intron ExonlaL
DNA
Insulators >ST AAT
ATG polyadeny

- boxa TATA - este locul in care se fixeazd ARN-polimeraza Il la ADN (prin
intermediul TFIID) — rol in transcriptia genelor specifice de tesut sau care se
exprima an anumite momente

- boxa GC moduleaza transcriptia bazalad a genelor comune (housekeeping
genes), functionale in toate tesuturile

boxa CAAT moduleaza transcriptia, initiatd de secventa TATA

- activatori (enhancers) sunt elemente de reglare pozitiva care amplifica
nivelul bazal al transcrippiei, initiata de promotor

- inhibitori (silencers) reduc nivelul transcriptiei si uneori represeaza
functia unor gene

- insulatorii — limiteaza actiunea activatorilor si inhibitorilor
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Gene transcrise opus
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22 kb 10 kb 4 kb

Gene in gene
(intronul 26 al genei NF1 contine 3 gene transcrise opus)



GENE COMUNE SI GENE SPECIFICE

Gene comune/ubicuitare (housekeeping genes)
- sunt exprimate in toate celulele

- codifica proteine comune, indispensabile mentinerii
structurilor si functiilor celulare (ex.proteine
membranare, proteine implicate in replicare, proteine

implicate in producerea de energie)

- reprezinta 1/5 din numarul total de gene si 90% din

genele exprimate in orice tip celular

We are always actively working
to maintain the basic functions
of our house—the cell.




GENE SPECIFICE
- sunt exprimate numai in anumite tipuri celulare si /sau Tn anumite
momente specice

- reprezinta aprox. 4/5 dintre genele umane

Hbgene

Rt Sood cely.
@ Hb gene

@ ‘ Hbgene
‘ Hb gene

&
" . '\ B cestoat comatet o

Hb gene

.x,

Hb gene

'mwu

Exprimare spatiala = exprimare in anumite

tesuturi/linii celulare

Exprimare temporala = expresia anumitor gene

in anumite stadii ale dezvoltarii, diferentierii sau

ciclului celular




Familiile genelor alfa si beta globinei

240 120 500 550 250 EH_EE
B-Globin gena pairs
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Chromosome 16

MCS-R14 /HBZ HBA2 HBAl
16p13.3 &5 / = s= 3
HS':‘j G oy o
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Chromosome 11

Familia genelor alfa globinei: 4 gene functionale: zeta — ¢ (functionala
numai in perioada embrionara), alfa 2 — a2 si alfa 1 - a2 (ambele se exprima
din perioada fetala si raman active toata viata), teta — 6 (produsul sau nu a
fost identificat inca in conditii fiziologice)

Familia genelor beta globinei: 5 gene functionale: epsilon — € (activa
numai in perioada embrionara), gamma G — yG si gamma A — YA (active in
perioada fetala), delta — & (activa dupa nastere) si beta — 3 (activa dupa
nastere)
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Valori normale Hb adult:

HbA = 97-98%
HbA2 = 2-3%
HbF < 1%.



GENE UNICE Sl FAMILII DE GENE

1) Gene unice - Sunt gene ce se gasescin 2 copii in genomul diploid

2) Familii de gene - gene cu structuri asemanatoare

Beta Globin Gene Cluster
Chromosome 11

- familii clasice- secventa cvasiidentica sau e ey
foarte asemanatoare, origine comuna (familia . Y l l 3
genelor pentru histone si cea a genelor ARNT,

Hb F Hb A2 Hb A

familia alfa sau beta-globinei)

Alpha Globin Gene Cluster
Chromosome 16

Zeta 2 Zetal Alpha 2 Alpha 1




- familii de gene ce codifica proteine cu domenii mari conservate

2 3 6 7 8 910111213
(HOX,PAX) oxn L 4567 1011121

Hox-B

Hox-C

Hox-D

Adult human

1-4 7—8
5-6 9-13

Mouse embryo

- superfamili de gene — numar mare de copii genice, structuri si functii
diferite intervin proce corelate, mai pastreaza o secventa structurala

identica (superfamilia genelor imunitatii)



Elemente genetice mobile
Transpozonl

% ‘Jumping’ /n\ %

/—*\)/‘"}

DNA A

Barbara McClintock

Transpozoni —sunt secvente de ADN care sunt capabile sa isi schimbe
localizarea in genom, fara sa apara insa niciodata in forma libera si
individualizata in celula.

Deplasarea unor secvente de ADN dintr-o pozitie in alte pozitii in
genomul unei celule a fost numitéa transpozitie, iar secventele respective
elemente genetice mobile, elemente transpozabile sau transpozoni.



|ITranspozoni (Tn) — 2 tipuri Tn functie de mecanismul deplasarii:

- Tn | sau retrotranspozoni
- Tnll

Tn de clasa | = retrotranspozoni,
retroelemente care se copiaza ei
insisi mai intai sunt transcrisi in
molecule de ARN, apoi sub
actiunea  unei  transcriptaze
inverse (codificata adesea de Tn
respectiv) aceste molecule vor
forma copii complementare (de
tip ADNCc) care se vor insera (sub
actiunea unei endonucleaze) intr-

un alt loc in genom.

Two classes of mobile elements

Class 1 Class 2
Transposable
—/ Slomers \
Donor DNA ) Donor DNA
Flanking
DNA
Transcription Excision
J Former

4 RNA insertion site
e intermediate k} ‘

Reverse

transcription Donor DNA

2 A 4

intermediates
Insertion

/—Target DNA ﬂ
Y ¥

~. Transposed /

mobile elements




Tipuri de transpozoni

New copy of
Transposon transposon

DNA of genome
Transposon
is copied Insertion

Mobile transposon

(a) Transposon movement (“copy-and-paste” mechanism)

New copy of
Retrotransposon retrotransposon
DNA of genome J
/ RNA &
Insertion
Reverse
transcriptase J

—
[ — s

(b) Retrotransposon movement

Class I Class 11
— —

A

transcription ! integration

% excision

— > . — *

reverse integration

transcription S

—il—E N

Tn de clasa Il se deplaseaza direct
dintr-o pozitie in alta folosind o enzima
(transpozaza, codificatda de Tn) care
taie ADN in alt loc din genom; Tn se
inserd 1n aceasta bresa si apoi
capetele sale se sudeaza la ADN (prin
actiunea rezolvazei, o alta enzima
codificata de Tn).

Transpozonii produc o clasa distinctda de ADN repetitiv care a determinat

expansiunea genomului organismelor

genomul uman).

complexe (formand circa 45% din



Exista 4 tipuri de elemente transpozabile

» elemente nucleare dispersate lungi (LINEs) — lungime 0,5 - 6kb, n

numar de 850 000, 21%

» elemente nucleare dispersate scurte (SINEs) — lungime 100- 300
pb, in numar de 1.7 mil, 13% (exemplu familia Alu)

» retrotranspozoni LTR , asemanatori retrovirusurilor, lungime 0,2-5 kb,

fn numar de 700 000 ( 8%)

» transpozoni fosili (3%)

Class | transposable elements (RNA mediated elements)
pol
v v
— X8> gag PRI INT | RT [RNAseH _J50»—>
° pol ’
v v
— > gag PR| RT|RNAseH| INT JEG» —
s 3

(A) LTR Retrotransposons

(B) non-LTR Retrotransposons

LINE —»  |gag EN | RT N
)

5

SINE — B N —
5 3

Rol - modificarea structurii si functiei unei gene, transferul unor exoni sau

copii de gene



