Capitolul 6

NUCLEUL

Nucleul este o structurd intracitoplasmatica prezenta in
toate celulele eucariote cu exceptia hematiilor adulte (fig. 6.1).
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Fig. 6.1. Pozitia s$i conexiunile nucleului in celulad

Nucleul indeplineste doud functii importante:
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- depoziteazd majoritatea informatiei genetice din
celula (contine circa 98% din ADN-ul celular);
- controleaza si regleaza activitatea celulei.

Nucleul este alcatuit din matrice sau suc nuclear,
cromatind sau cromozomi, nucleoli si anvelopd nucleara (fig.
6.2.). In compozitia nucleului intri ADN, ARN, doua tipuri de
proteine (histone si non-histone), diferifi compusi organici si
anorganici. Lipidele si glucidele exista in cantitati foarte mici,
prezente doar in anumifi componenti nucleari.
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Fig. 6.2. Structura nucleului

Nucleul este centrul coordonator al celulei eucariote,
functionand ca un computer chimic prevdzut cu un program
(ADN) si memorie (ARN). Ca centru informational, nucleul
coordoneaza toate reactiile chimice de desfasurare a proceselor
vitale prin controlul sintezei proteinelor — enzime celulare, iar
organizarea celulei — prin sinteza proteinelor de structuri. In
fluxul informational existd trei puncte cheie: replicarea ADN,
transcriptia ARN si traducerea mesajului genetic. Autoreplicarea
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si transcriptia se efectueaza in nucleu, iar traducerea
mesajului — in citoplasma.

Anvelopa nucleara

Anvelopa nucleard este o membrand dubla prevazuta cu
pori. Membrana externd a invelisului nuclear continua cu RE
rugos, membrana internd e lipsita de ribozomi. In locurile unde
foita interna continud cu cea externa se formeaza porii nucleari,
iar spatiul dintre membrane este numit perinuclear (20-40nm) si
comunicd cu RE. Porii reprezintd circa 10% din toatd suprafata
invelisului nuclear (la mamifere).

Complexul porului nuclear

Complexul porului este compus din porul propriu-zis de
forma octagonala cu un diametru de 60 nm, trei inele (annulus)
cu diametrul de 120 nm. Inelul e format din opt granule proteice
globulare cu diametrul de 15 nm care dau forma o octagonala. in
centru e prezentd granula centrala cu rol de diafragma fina, care,
conform unor ipoteze, de fapt reprezintd molecule sau particule
in tranzitie. Canalul porului are lungimea de 15 nm si diametrul
de 9 nm. Porul nuclear interactioneaza cu matricea nucleara prin
intermediul unor filamente cu diametrul de 4-8 nm, care se
termind cu o extremitate pe inelul intern. (fig. 6.3).

Functia porilor: prin intermediul lor se realizeaza in
special transportul macromoleculelor din nucleu in citoplasma si
invers:

(1) din citoplasma sunt importate in nucleu proteine ale
matricei nucleare, enzime de sinteza a acizilor nucleici,
proteine ce fac parte din componenta cromatinei, proteine
ribozomale;

(i)  din nucleu in citoplasma se exportd precursorii
ribozomilor, particule formate din complexe de ARNm cu
proteine speciale, ARNTL.
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Fig. 6.3. Structura porului nuclear

Matricea nucleara
Matricea nucleard este denumirea atribuita scheletului
de natura proteica care inglobeaza cromatina si nucleolii si care
se sprijind pe membrana nucleard. Ea are un rol esential in
organizarea nucleului si sinteza ADN sau ARN, in medierea
semnalelor hormonale, diviziune si alte functii nucleare.
Matricea nucleara este compusa din doua parti:

3 matricea nucleara propriu-zisd reprezentatd de scheletul
sau reteaua proteica i alcatuitd din proteine stabile cu masa
moleculard mare;

3 fractiunea labild a matricei care este legati lax de reteaua
proteicd si confine proteine solubile cu masa moleculara
mica, molecule organice mici, substante anorganice si apa.

Cea mai mare parte din proteinele ce intra in alcatuirea
matricei nucleare (atat Tn matricea propriu — zisa, cat si in fractia
labild) este reprezentata de asa-numitele proteine nehistonice, la
care se adauga si enzimele nucleare. Proteinele nehistonice sunt

o familie de proteine foarte heterogene atat ca masa moleculard,

cat si ca particularitagi chimice. Spre deosebire de histone, o
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mare parte din acest grup de proteine sunt bogate in
triptofan; ele au un turnover foarte rapid, fluctuand in limite
foarte largi de la o stare functionala la alta. Enzimele nucleare
catalizeaza in mod special sinteza ADN, ARN si processingul.

Matricea nucleara propriu zisa

Matricea nucleard propriu zisd sau scheletul nuclear este
formata din trei componente:

3 matricea sau refeaua fibrilara intranucleard, intercromatica
si pericromatica;

3 componentele nemembranoase ale invelisului nuclear,
formate din lamina densa (lamina fibroasa) interna si
complexele por;

3 componenta nucleolara sau reteaua fiblirala din pars fibrosa
si pars garanulosa a nucleolului.

Lamina densa interna se afla pe fata nucleard a membranei
interne din invelisul nuclear. Se prezintd sub forma unei retele
fibrilare conexate la reteaua matricei nucleare, precum si la
componentele fibrilare ale complexului por.

Lamina densa internd a nucleolemei impreuna cu complexul
por formeaza partea scheletului nuclear denumita complex
lamina-por. Complexul este alcatuit din fibrile ce realizeaza trei
retele:

(i) fibrile ale laminei densa interconexate cu fibrile ale
porului, formeaza o retea in planul membranei interne

nucleare sau imediat adiacent acesteia;

(i)  fibrile intranucleare atasate complexului por orientate
perpendicular pe invelisul nuclear;

(ili)  fibrile intranucleare care structureaza regiunea ocupata
de heterocromatina periferica din nucleul intact. Aceasta
retea difera de la o celulda la alta dupd cantitatea de
heterocromatind in nucleul respectiv.

Nucleoscheletul complexului lamina-por contine 2-3%
din totalul proteinelor din nucleu. Este alcatuit in principal din
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proteine nehistone (95%), intre care predomina cele
acide. Pe fata internd a complexului lamind-por se realizeaza
activitatea nucleozid-trifosfatazei, considerata a fi implicata in
transportul ARN catre citoplasma.
Rolul matricei nucleare

Matricea nucleara mentine forma nucleului si stabilitatea
sa 1n interfaza. Modificarile matricei nucleare sunt strans cuplate
cu functiile nucleului: organizarea cromatinei, replicarea ADN,
transcriptia si transportul intranuclear al ARN.

Matricea nucleara poate modula fluiditatea membranei
nucleare, fluiditate necesara la randul ei functiei matricei
nucleare, in special in cea de transport al subunitatilor
ribozomale prin porii nucleari.

Matricea nucleara poate modifica structura cromatinei,
fenomen important pentru realizarea replicarii  ADN,
transcriptiei ARN (activarea sau inactivarea genelor).

In timpul mitozei 95% din proteinele matricei nucleare
sunt distribuite in citoplasmi. In refacerea nucleului dupa
diviziune un rol important il joaca glicozilarea acestor proteine
la nivelul AG.

in nucleol scheletul ar avea rol de suport pentru
depozitarea subunitatilor ribozomale.

Nucleolul

Nucleolul e prezent la toate celulele eucariote cu
exceptia celulelor blastomerilor, in care nu are loc biosinteza
proteinelor proprii (fig. 6.4). El confine trei componenti
principali: ADN - 3%; ARN - 7%; proteine - 90%.

Nucleolul nu este separat prin membrana de restul
nucleului. Numarul si volumul nucleolilor depinde de etapa
functionala a nucleului (in celulele omului teoretic pot fi
maximal 10 nucleoli mici la Tnceputul interfazei si un nucleol
mare la sfarsitul interfazei). Nucleolii ocupa circa 30% din
volumul nucleului. Exista un raport determinat intre volumul
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nucleului si cel al nucleolului numit volum nucleolo-
nuclear. Cu cat mai activa este celula in ce priveste sinteza
proteinelor cu atat acest raport este mai mare.
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Fig. 6.4. Structura nucleolului. Biogeneza ribozomilor

La microscopul electronic se disting 3 zone componente
ale nucleolului:

- componentul granular - particule cu diametrul 15-20

nm, ce reprezintd precursorii ribozomali;

- componentul fibrilar - din fibre de ADN de 5 nm (pe

care se sintetizeaza ARNr) si fibre de transcripti;

- componenta amorfa a spatiilor dintre fibre si

granule, se gaseste la periferia nucleolului.
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Rolul nucleolului este sinteza ARNr si
asamblarea precursorilor ribozomali. Segmentul de ADN
(cromozom) In care se contin gene ce codificd pentru ARNr
poartd denumirea de organizator nucleolar. La om exista 5
perechi de cromozomi cu organizatori nucleolari care
controleaza formarea nucleolilor la sfarsitul mitozei (perechile:
13, 14, 15, 21, 22).

Biogeneza ribozomilor: In nucleol are loc sinteza a trei
fractii de ARNr (5,8S; 18S; 28S) si stocarea precursorilor
ribozomali. De pe ADN se transcrie un precursor - ARNr 45S,
care este procesat in trei fractii mai mici (28S; 18S; 5,8S). ARNr
5S este sintetizat in afara nucleolilor. Moleculele de ARNr se
asociazd cu proteine ribozomale sintetizate 1n citoplasma si
importate in nucleu. Particulele ribonucleoproteice (RNP) sunt
transportate in citoplasma sub forma de subunitati ale
ribozomilor (40S si 60S).

Cromatina = cromozomii interfazici

Cromatina este compusa din ADN, proteine histone,
proteine nehistone si ARN. Astfel, cromatina poate fi
consideratd o nucleoproteidd in care proteinele histone si
nehistone interactioneaza atat intre ele, cat si cu ADN-ul.

Cromatina se caracterizeazd prin forma extinsa si
despiralizata a cromozomilor 1n interfaza.

La microscopul optic se pot fi observate granule, retele
de filamente si corpusculi numiti cariozomi, care se coloreaza
cu coloranti bazici. Din punct de vedere al interactiunii cu
colorantii bazici, cromatina se clasifica in doud categorii:

e eucromatina care se coloreaza slab cu coloranti bazici;
e heterocromatina care se coloreaza foarte intens cu coloranti
bazici.
Eucromatina reprezintd regiunea cromatinei care confine
gene structurale si este portiunea functional activa a ADN-ului,
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de pe care are loc transcriptia. Aceasta este slab
condensata si, deci, se replica timpuriu, la inceputul perioadei S
a interfazei.

Heterocromatina reprezinta segmente de cromatina inactiva
genetic, care nu se supune transcriptiei. Este mai puternic
condensata si se replica tardiv in faza S. Se disting doua tipuri
de heterocromatina: constitutiva si facultativa. Heterocromatina
facultativa reprezinta secvente care in anumite condifii se pot
despiraliza si transforma in eucromatina. Heterocromatina
constitutiva contine ADN repetitiv sau satelit. Acest tip nu se
transforma niciodatd in eucromatind. Localizarea segmentelor
heterocromatice in cromozomii omologi este identica.

Organizarea moleculara a cromatinei:

ADN (30%-40%) — in cei 46 de cromozomi din setul
diploid al celulei somatice umane se contin 46 de molecule
liniare de ADN cu o lungime de 7 X 10°p.b.

Proteine histonice (40%) - polipeptide bazice, ce contin
peste 22% aminoacizi bazici, in special arginina si lizind. Exista
cinci fractii de histone: H1, H2A, H2B, H3, H4 (tab. 6.1).

Proteinele histonice nu au specificitate de tesut.
Tabelul 6.1. Caracteristica proteinelor histone

Tipul de . . . . . Numir Masa
. < | Aminoacizii predominanti : s <

histona aminoacizi moleculara
H1 Lizina 215 21500
H2A Leucina, lizina 129 14000
H2B Serina, prolina, lizina 125 13775
H3 Arginina, confine cisteina 135 15320
H4 Arginina, lizina 102 11280

Functiile histonelor

Proteinele histone stabilizeaza dublul helix de ADN,
inducand o structurd tertiara — nivel elementar de organizare a
ADN la eucariote. Din punct de vedere functional ele represeaza
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nespecific transcriptia, impiedicind unirea ARN-
polimerazei la ADN.

Proteinele nonhistone - proteine acide (20%) cu un
confinut marit de aminoacizi acizi (acid glutamic si acid
aspartic). Sunt heterogene, au o mobilitate mare, indeplinesc
functii catalitice in metabolismul ADN-ului si expresia
informatiei genetice (polimeraze, ligaze, topoizomeraze, SAR,
factori de transcriptie). O cantitate mare a proteinelor
nonhistonice este prezentd in tesuturile active, pe cand histonele
sunt prezente in cantitd{i egale in tesuturile active si inactive.
ARN - este prezent in cromatina fiind produsul de sinteza de pe
ADN, in special transcripti primari si ARNsn (de ex., ARN din
compozitia primazei, telomerazei, etc.).

Nivelurile de organizare a
cromozomilor

Impachetarea ADN-ului intr-un cromozom presupune
existenta catorva nivele de organizare sau condensare, fiecare
fiind responsabil de un anumit grad de micsorare a lungimii
ADN-ului.

Primul nivel — nucleozomic — este determinat de
asamblarea ADN-ului cu histonele, ce formeaza filamentul de
cromatini (DNP) cu diametrul 11 nm (fig. 6.5). In cadrul acestui
nivel molecula de ADN se scurteaza de ~6 ori. Fiecare
nucleozom consta dintr-un miez histonic (core) format din: 8
proteine: 2H2A, 2H2B, 2H3, 2H4 si o secventd de ADN cu o
lungime de 146 pb.

ADN-ul infasoara de ~2 ori octamerul histonic, formind
un complex stabil — nucleozomul. Intre nucleozomi secventa de
ADN- linker are o lungime variabila, de la 8 pana la 114 pb.
Astfel filamentul polinucleozomic de cromatind are aspectul
unui “sirag de margele”.
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Fig. 6.5. Structura nucleozomului

Al doilea nivel — solenoidul — este reprezentat de fibra
de cromatind de 30 nm ce rezultd din superspiralizarea
filamentului de cromatina (fig. 6.6). Acest nivel de compactizare
scurteaza molecula de ADN de 40-60 ori.

Solenoidul reprezintd o superspiralda de dreapta cu sase
nucleozomi per tur (fig. 6.6., B,C). Trecerea cromatinei de la
nivelul I la II si invers este determinatd de modificarile chimice
ale histonei H1. Fosforilarea H1 se asociaza cu superspiralizarea
DNP, iar defosforilarea H1 — cu despiralizarea solenoidului (fig.
6.6., A). Acest lucru este important in reglarea activitatii
genelor. Histona H1 este asociata atat cu miezul nucleozomic,
cat si cu segmentul ADN linker si are rol in stabilitatea
nucleozomului.
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Cromozom metafagic se scurteaza de ~ 10000 ori.
et Datorita proprietatii
; cromatinei de a se compactiza in
nucleul celulei umane cu diametrul
de ~4um incap 46 molecule de ADN
cu lungimea totala de circa 2 m.
Cromozomul metafazic este
format din 2 cromatide surori
identice unite prin centromer la
nivelul constrictiei primare (fig.
6.8). Constrictia primara cat si
perechea de Kkinetocori  (disc
' trilamelar din fibre de cromatina
_ t-telomer  gyperior organizate) — reprezinta
Fig. 6.8- Rspectul umil  sjtusurile  de  ancoraj  ale
microtubulilor fusului de diviziune.
Centromerul reprezinta punctul de unire a cromatidelor
si de asamblare a kinetocorilor.

Cromatida

—

Locul de fixare
aunui microtubul

Elementul IT
Elementul conservativ I hogatin AT Elementul conservativ I11

ATAAGTCACATGAT | TGATTTCCGAA ADN
TATTCAGTGTACTA ACTAAAGGCTT

%~4UmdBADNf0mB%

Fig. 6.9. Structura centromerului la drojdii
Centromerul imparte cromozomul in doud brate: bratul p -
proximal, mai scurt; bragul q - distal, mai lung. Regiunea
centromerica a cromozomului este formata din ADN si proteine
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speciale. ADN centromeric contine secvente repetitive

in tandem s§i secvente repetitive dispersate cu localizare
pericentromerica, ce intervin in recunoasterea cromozomilor
omologi la conjugare, menginerea celor doud cromatide surori
pana la sfarsit de metafaza si separarea lor in anafaza. La drojdii
centromerul are dimensiuni de ~120 pb (fig. 6.9). La eucariotele
superioare regiunea centromerica are dimensiuni mult mai mari,
de ordinul sutelor de mii de nucleotide.

Telomerii  reprezintd complexe din ADN si proteine
specializate care formeaza capetele cromozomilor eucariotelor.

La procariote toate moleculele de ADN sunt circulare
ceea ce previne degradarea lor enzimatica. La eucariote ADN
are structurd liniard, de aceea pentru a asigura protectia de
exonucleaze si individualitatea cromozomilor (impiedica
reanrajamentele cromozomice) apare o structurd specifica din
secvente scurte repetate de ADN (tab. 6.2).

Tabelul 6.2 Varietatea secventelor telomerice

Specia | Secventa repetati
Macronucleul ciliatelor (Tetrahymena) CCCCAA
Minicromozomul la Trypanosoma CCCTA
Cromozomii drojdiei Saccharomyces Co3A(CA)13
Cromozomii plantelor (Arabidopsis) C3TAs3
Cromozomii umani CsTA,

Capatul 3' al moleculei de ADN este mai lung, format
dintr-o secventd conservata (GGGGTT)n si formeaza o bucla
prin legaturi de hidrogen nespecifice GeG (necomplimentare)
(fig. 6.10).

s 3
3 AACCCC) (GGGGTTGGGG

HERRR Xy XD
5 TIGGGG TTGGGG TTGGGG |

T

Fig. 6.10. Structura telomerului
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Verificarea cunostintelor:

1.

Noakown

Definiti notiunile: por nuclear, organizator nucleolar,
eucromatind, heterocromatind, nucleozom, solenoid, histona,
centromer, telomer, cromatida.

Care sunt componentii structurali ai nucleului interfazic?
Care sunt particularitatile organizarii anvelopei nucleare?

Ce rol indeplineste complexul porului nuclear?

Care sunt etapele biogenezei ribozomilor?

Care sunt nivelurile de compactizare a cromatinei?

Care sunt componentii nucleozomului?
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