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GENOMUL MITOCONDRIAL

Mitocondria este un organit complex, specializat in respiratia celulara si fosforilarea
oxidativa, cu rol important in energetica celulara si care prezinta un sistem genetic propriu si,
implicit, mecanisme specifice de sinteza proteica. Diametrul mitocondriei este de 1 um si din punct
de vedere al ultrastructurii prezinta invelisul, sistemul de criste si matricea mitocondriala. Invelisul
este dublu membranar, extern si intern, sistemul de criste fiind generat de membrana elementara
interna. Matricea mitocondriala este substanta fundamentala care ocupa spatiul intern mitocondrial
delimitat de membrana interna a invelisului mitocondrial si criste. La nivelul acesteia sunt Tntalniti
mitoribozomi 70S (cu subunitati 30S si 50S).

Biogeneza mitocondriei reprezinta un proces complex, care necesita interactiunea a doua
genomuri - nuclear si mitocondrial. Genomul mitocondrial cuprinde informatia genetica
caracteristicd pentru putine componente mitocondriale esentiale. Majoritatea proteinelor
mitocondriale (aproximativ 95%), incluzand enzimele responsabile de replicarea si transcrierea
ADN mitocondrial, sunt codificate in nucleu, sintetizate in citoplasma si ulterior transportate in
mitocondrie (Tab. 6).

Componenta structurala mitocondriala Polipeptide

MATRIX carbamil-fosfat-sintetaza
superoxid-dismutaza

ADN polimeraza

ARN polimeraza

proteine ribozomale
ornitin-trans-carbamilaza
enzimele ciclului acidului citric

MEMBRANA INTERNA citocromul ¢

subunitatea V a complexului citocromului b
subunit B v ale Fi-ATPazei

proteolipidul din Fo-ATPaza

subunit IV, V, VI, VII ale citocrom-oxidazei

SPATIUL INTERMEMBRANAR citocromul ¢
citocrom-peroxidaza ¢
citocromul b2

MEMBRANA EXTERNA porina

Tab. 6. Proteine mitocondriale codificate nuclear si sintetizate in citoplasma

Principala functie biologica a mitocondriilor este fosforilarea oxidativa, procesele oxidative
si de fosforilare fiind catalizate de cinci complexe enzimatice:

e 4 complexe respiratorii, dupa cum urmeaza:

I — NADH-CoQ-reductaza: oxideaza NADH si reduce CoQ; constituit din FMN (flavin
mononucleotid), Fe neheminic, acid sulfuric, CoQ, fosfolipide;

Il - succinat CoQ-reductaza: oxideaza succinatul reducandu-l la fumarat si reduce CoQ; constituit
din FAD (flavin adenin dinucleotid), Fe neheminic, citocrom b, fosfolipide;

lll — CoQ H,-citocrom c-reductaza: reoxideaza CoQ si reduce citocromul ¢; format din citocromul b,
¢4, Fe neheminic, acid sulfuric, coenzima Q, fosfolipide;

IV — citocrom oxidaza: transfera electronul la oxigen, reducand citocromul c, rezultatul fiind
formarea apei; din punct de vedere chimic este format din citocrom a, a3, Cu si fosfolipide

e si 1 complex ATP-azic (ATP-sintaza)

V — ATP-aza mitocondriala: intervine in etapele finale ale fosforilarii oxidative, este oligomicin-
sensibila si in stare cuplata functioneaza ca o ATP-sintaza sau kinaza.

La drojdii ADN-ul mitocondrial (ADNmt) este reprezentat de o molecula de ADN dublu
catenar circular inchis, de aproximativ 85 kbp (50 MDa), cu urmatoarele caracteristici: (1) este
necomplexat cu histone, ci cu proteine histone-like; (2) are un procent mare de AT (80%); (3) are
multe gene mozaicate; (4) exista unele diferente intre codul genetic nuclear si cel mitocondrial
(Tab. 7).

Mesaj in codul Mesaj in codul mitocondrial

CODON universal mamifere Drosophila drojdii plante

UGA Stop Trp Trp Trp Stop
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AUA lle Met Met Met lle
CUA Leu Leu Leu Thr Leu
AGA, AGG Arg Stop Ser Arg Arg

Tab. 7. Diferente intre codul genetic universal si cel mitocondrial

ADNmt de la drojdii cuprinde urmatoarele gene (Fig. 3. 26): circa 24 specii moleculare de
ARN (aceste gene sunt grupate intr-un cluster); 2 specii moleculare de ARNr: 15S in subunitatea
de 30S, 21S in subunitatea de 50S (ARNr de 5S este absent); gena pentru ARN 9S (ARN-9S va
complexa o proteina, formand o ribozima denumitd RNaza P care participa la maturarea ARNt,
avand ca situs de actiune capetele 5’); gene pentru subunitati ale citocrom-oxidazei: CO |, Il si lll;
gena pentru apoproteina citocromului b (partea complexului b-c1, complexul 1ll); genele pentru 3
subunitati ale complexului de sinteza ATP (subunitatile 6, 8 si 9 ale ATPazei mitocondriale);
proteine ce interactioneaza cu acizii nucleici. Aceste gene sunt separate (ADN spacer) prin regiuni
bogate in A+T.

215, 155 = gene ce codifica ARH-215, ARH-155, care intra in structura ribosomilor mitocondriali
95 = gena ce codifica o molecula ARH care intra in structura RHazei mitocondriale
T = gene ce codifica ARHt
T = gena ce codifica ARH{™ = singura gena transcrisa pe cealalta catena

ORFI-V = segmente ADH transcrise, dar cu functie inca necunoscuta
COL, I, lll = subunitati ale citocrom-oxidazei
ATPazab, &, 9 = subunitati ale ATPazei mitocondriale
cyt b = gena ce codifica apocitocromul b
Varlp = proteina din subunitatea ribosomala mica

P = zegmente cu functie de origine de replicare si directia 5°-3" a primerilor ARH

r = pozitiile =i orientarile situsurilor de initiere a transcrierii ADHmt

Fig. 3. 26. Harta genomului mitocondrial la Saccharomyces cerevisiae

in Fig. 3. 27. este prezentat lantul respirator din membrana mitocondrialé interna de la S.
cerevisiae, la care Complexul | (ClI) este reprezentat de NADH-dehidrogenaze, responsabile de
oxidarea directa a NADH citosolic, care mai poate fi oxidat si prin intermediul glicerol-3-fosfat
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dehidrogenazei. Ca particularitate, S. cerevisiae poate creste in aerobioza in prezenta D si L-
lactatului, datorita existentei D,L-lactat dehidrogenazei.

Complexul Il (Cll) este reprezentat de succinat dehidrogenaza, Complexul Il (CIll) de
apoproteina citocromului b, iar Complexul IV (CIV) de citocrom ¢ oxidaza. Mai existd de asemenea,
1 complex ATP-azic care intervine in ultimele etape ale fosforilarii oxidative.

lactat piruvat nH+
glicerol3-fosfat DHAP

NADH NAD+

%0,
+ 2H+

succinat fumarat 2H,0

NADH NAD*

— NADH dehidrogenaza externa ; — NADH dehidrogenaza interna
GUT — glicerol-3-fosfat dehidrogenaza; LDH — D,L-lactat dehidrogenaza
SDH - succinat dehidrogenaza; Cit ¢ — citocrom c; Q6 - ubiquinona

Fig. 3. 27. Lantul respirator la Saccharomyces cerevisiae din membrana mitocondriala interna
[dupa Rosenfeld, 2003]

Genele mitocondriale

Genele pentru ARN ribozomal (ARNr) 21S si 158

In cazul drojdiilor, cele doua gene ADNr 21S si 15S sunt separate in directia transcrierii, de

un segment de ADN de aproximativ 25 kpb (aproximativ o treime din genom) la nivelul caruia se
gasesc numeroase gene ale subunitatilor citocrom ¢ oxidazei. Astfel, este improbabil ca cele doua
tipuri de ARNr sa fie excizate dintr-un precursor comun.
e Gena ADNr 21S este mozaicata si este asociata locusurilor: rib1 (desemneaza auxotrofia la
riboflavina gi confera rezistenta la cloramfenicol, capR), rib2 si rib3 (rezistenta la eritromicina —
eryR si spiromicina - spiR); o (cu alelele o', ®" si @) care determina recombinarea polara intre
markerii flancanti rib1, rib2 si rib3 ; mim1 (supresor pentru mutatile mit ). in incrucisarile " X
o, locusul o' si alelele rib linkate acestuia, sunt exprimate in detrimentul locusului o si a alelelor
linkate. Alela " este deficientd in recombinarea polara.

Gena pentru ARNr 21S prezinta doua forme diferite la diverse tulpini de drojdii. Astfel, in
cazul in care la nivelul ei este localizat locusul ", gena prezinta un intron de 1,1 kpb care nu
aparae la tulpinile @ . Intronul separa doua gene rib1A si rib1B, care sunt linkate in tulpinile o .
Aceste intron este important in recombinarea polara. Din interactiile genelor rib1A si rib1B rezulta
rezistenta si, respectiv, sensibilitatea la cloramfenicol. La nivelul situsului rib7B sunt localizate
mutantele ®", care nu prezinta polaritate in incrucisarile cu " si o . Datoritd mecanismului de
polaritate, cand o tulpina parentala prezinta intronul de 1,1 kpb si cealalta nu il are, majoritatea
descendentilor mostenesc intronul .

Tulpinile ®" prezinta si un mini-insert de 66 pb, localizat la 156 pb Tnaintea intronului major,
care este transcris si persista In ARNr matur fara sa-i modifice functionalitate, fiind optional si
dispensabil, fara un rol fundamental. Intronul major are un URF (unidentified reading frame) al
carui polipeptid ar putea avea rol in recombinarea polara, sau care ar putea reprezenta o gena
arhaica care nu se mai exprima in prezent. Secventele aflate la locul de jonctiune intron-exon, sunt
importante in recombinarea polara.
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e Gena ADNr 15S din subunitatea ribozomala mica este asociata cu par? (parR), rezitanta la
paramicina.

Genele pentru ARN de transfer (ARNt) sunt 24 la numar, nu sunt mozaicate si codifica
pentru 31 — 35 de specii de ARNt. Unele molecule ARNt, cum ar fi cele 4 molecule pentru histidina,
se formeaza in urma unor modificari post-transcriptionale. Genele pentru ARNt au o distributie
neuniforma, 16 dintre ele fiind plasate intre gena pentru ARN21S si locusul COIl. La drojdii, genele
ARNt sunt grupate, in timp ce la mamifere sunt dispuse intre alte tipuri de gene. Directia transcrierii
este de la genele rib catre pari1, de pe aceeasi catena, cu o singura exceptie: gena pentru ARNt
treonina este transcrisa de pe cealalta catena, in directie opusa.

Gene simple ce codificd proteine : genele pentru subunitatile citocrom-oxidazei: COIl
asociata locusului oxi1, COIIl - oxi2 si COIl - 0xi3, gena pentru subunitatea 6 a ATP-azei oligoimicn
rezistenta, asociata oli1, oli4, oss1 (rezistenta la osamicina), pho1 - pho (deficeinta in fosforilare),
gena pentru subunitatea 9 a ATP-azei — asociata oli1, 0li3, oli5 , 0ss2, pho1 si ven1 (rezistenta la
venturicidina).

Genele mozaicate de la nivelul ADNmt

Gena oxi3 codifica pentru subunitatea | a citocrom oxidazei ¢ (COIl), iar mutantele oxi3
sunt asociate cu deficiente respiratorii. Secventializarea locusului a permis evidentierea unei
regiuni de 10 kpb care contine 6 ORF si reprezinta cea mai mare parte din gena oxi3. Aceasta
prezinta 8 exoni separati de 7 introni.

Gena pentru apoproteina citocromului b (Fig. 3. 28), este asociata locusului cob-box, iar
mutantele cob” sunt deficiente atat in producerea citocromului b, céat si a COI. Exista 2 variante ale
genei cob-box: (i) gena scurta — preinta 3 exoni (E1s, E2s si E3s) si 2 introni (I1s si 12s); (ii) gena
lunga — in cazul acesteia, exonul E1s este fragmentat de doi introni majori de 2 kpb si 1,4 kpb,
primul intron, cel lung, contindnd un mini-exon de 14 pb. Astfel, E1s se transforma in E1l + E2I
(mini-exoni)+ E3I + E4l. Acesti patru exoni sunt separati de trei introni optionali 11, 121 si 131, care nu
au corespondenti in gena scurta. Doi dintre introni, 121 si I1s (corespunzator lui 14l), prezinta URF,
care pentru 12l se pare ca ar codifica o0 maturaza, factor difuzabil activ in trans (TAF), iar pentru 141,
o maturazd cu rol in splicing-ul genei oxi3, secventa semnal pentru splicing fiind:
Intron... TAAAAG/splice/C....Exon

E1l NI E2l 121 E3l 13l E4l 141 E51 151 E6l

B WA v W i

Sa Eis Hs E2s [12s E3s

_ N - V7R

Fig. 3. 28. Structura genei lungi/scurte pentru apoproteina citocromului b

La eucariote si, implicit, la drojdii, exista trei grupe de introni. Unii introni din grupul | si Il

contin ORF care codifica proteine ce catalizeaza deplasarea intronilor sub forma unor elemente
mobile, cu capacitatea de a se insera in noi loci in genom. Aceste doua grupuri de introni au
raspandire larga, fiind intalnite nu numai la eucariote, dar si la procariote. Proteinele din ORF au
trei functii:
» endonucleaza — cliveaza la nivelul tintei ADN pentru a permite insertia intronilor si ajuta intronul
in a se perpetua in incrucigarile in care alelele pentru o gena difera in ceea ce priveste prezenta
intronului. Polimorfismul in ceea ce priveste prezenta sau absenta intronilor este prezent in ADNmt
de la drojdii. De exemplu, gena pentru ARNr 21S, are un intron ce face parte din grupul I, fiind
prezent la unele tulpini denumite o' , dar absent la tulpinile « . incrucisarile o" X o sunt polare,
descendentii fiind " prin transpozitie replicativa. Pot sa apara mutatii atat in tulpina donor cat si in
cea receptor; in @ mutata apare in zona tinta, de insertie a intronului, iar in ®" mutatia apare in
ORF, eliminand polaritatea. Actiunea endonucleazicd a ORF se manifestd prin recunoasterea
genei o si inducerea de rupturi dublucatenare la nivelul tintei, o zona de 18 kpb, in care intronul se
insera dupa ce s-a duplicat.
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» revertranscriptaza — actioneaza la nivelul ADNcomplementar al ARN al intronilor;
» maturazd — cel mai probabil responsabila pentru stabilizarea intronului Tntr-o conformatie
specifica necesara splicing-ului.

Mutantele petite

Mutantele petite apar la Saccharomyces
cerevisiae corelat cu modificari ale ADN-ului
mitocondrial, determinand o serie de deficiente
colonii de tip silbatic respiratorii; la multiplicare in anaerobioza,
mutantele petite formeaza colonii mici (“petite”)
(Fig. 3. 29).

mutante petite

Fig. 3. 29. Aspectul coloniilor petite

Mutantele petite au fost obtinute atat cu mutageni fizici (de exemplu, radiatiile ultraviolete),
céat si cu mutageni chimici (nitrosoguanidina). Genomul mitocondrial a fost notat factor p si, ca
urmare, tulpinile de tip salbatic sunt p*.

Agentii mutageni specifici pentru ADN
procariot (de exemplu, acriflavina,
bromura de etidium) au actiune primara
asupra mitocondriilor, determinand 2 tipuri
de mutatii: p°- petite neutre ; p - petite
supresive; p° - apar in urma deletiei
complete a ADN mitocondrial. Mutantele
petite supresive apar in urma unor deletii
partiale ce sunt urmate de duplicatii (Fig.
3. 30).

Fragmentul rimas dupi deletie se duplica de atitea o
pind atinge lungimea ADN-ului mitocondrial

Fig. 3. 30. Structura genomului mitocondrial p* si p

In procesele de incrucisare sexuata intre o tulpind normald p* si una mutantd p°, in urma
sporularii, in descendenta se formeaza 4 asce cu ascospori p* si nici un ascospor p°. in cazul
incrucisarii unei tulpini normale, de tip salbatic, cu una p , aceasta din urma supreseaza fenotipul
normal, astfel incét toti ascosporii rezultati vor fi p (Fig. 3. 31).
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Fig. 3. 31. Schema segregarii nemendeliene a genelor mitocondriale
in cazul diploizilor p* pYsi p'p ~

Structura si functiile ADN mitocondrial de la mamifere
Studiul comparativ al ADN mitocondrial de la S. cerevisiae si cel uman, a evidentiat
numeroase diferente, in special in ceea ce priveste structura genetica si transcrierea genelor

mitocondriale:

ADNmt de la S. cerevisiae

ADN circular covalent inchis, 50 MDa

contine gene mozaicate, care prezinta ORF-uri
cu functii de maturaza, in transpozitia replicativa

a intronilor, in deletia acestora si inducerea de
recombinare genetica intre exonii omologi

subunitatile 6, 8, 9 ale ATP-azei
genele ADNt plasate in cluster
transcriere asimetrica

- dela 5 Promotori pe catena H
- de pecatena L - ARNt treonina

lipsesc genele pentru subunitatile NADH
dehidrogenazei

ADNmt uman

ADN circular covalent inchis, 10 MDa

NU contine gene mozaicate

subunitatile 6, 8 ale ATP-azei
genele ADNt plasate intre gene

transcriere simetrica - porneste de la 2
promotori plasati langa ori, pe catena H (Oy) si
L (Oy), continu&nd neintrerupt pe ambele
catene pentru a produce perechi de transcripte
primare.

sunt prezente genele pentru subunitatile NADH
dehidrogenazei (ND1....5)
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Structura ADN mitocondrial la om este prezentata in Fig. 3. 32. fiind reprezentata
pozitionarea diferitelor gene pentru ARNt pentru diversi aminoacizi, transcrierea acestora
realizandu-se de pe catena L sau M, spre deosebire de genele de la S. cerevisiae.

ARNr 128

apoproteina
citocromului b

| ADN mitocondrial uman
g 16,6 kpb

ND3 SR —
COS ATP-aza 61

ATP-aza 8

Fig. 3. 32. Structura ADN mitocondrial la om

Replicarea ADN mitocondrial la mamifere

Replicarea ADNmt la mamifere se realizeaza dupa modelul buclei D. Cele doua catene ale
ADNmt la mamifere sunt denumite H (heavy) si L (light), in functie de compozitia lor in baze
azotate. Astfel, catena H contine mai multe resturi de guanina, iar cea L, mai multe resturi de
citozina, fiecare fiind purtatoare a unei origini de replicare diferite, care sunt separate prin 2/3 din
genom.

Replicarea ADNmt este realizata de ADN polimeraza mitocondriala y si necesita prezenta
unor primeri pentru etapa de initiere (Fig. 3. 33).
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/- \

Replicarea catenei H este initiata de la un ARN
scurt primer, sintetizat de ARN polimeraza
mitocondriala (1).

Primer-ul confera capatul 3’ OH ADN
polimerazei v, care il elongheaza, iar ADN-ul
rezultat deplaseaza catena L, care formeaza o
bucla D (2).

Sinteza catenei H continua pana cand este
expusa originea pentru replicarea catenei L. In
acest moment, este initiata sinteza catenei L de
o primaza din citosol (3), ce contine ARN 5,8S.

Elongarea catenei L se continua de-a lungul
catenei H, pana ce si ce-a de-a doua catena
este sintetizata complet (4, 5). Replicarea este
bidirectionala, asincrona si continua. ADNmt
este mult mai sensibil in prezenta unor solutii
alcaline slabe care nu au efect asupra ADN
nuclear, dar actioneaza asupra ARN, si nu
indeparteaza primerii prin reparare.

Fig. 3. 33. Replicarea ADN mitocondrial la mamifere pe modelul buclei D
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CAP. 3.3. GENOMUL EXTRANUCLEAR

PLASMIDA 2 pm

Denumita astfel dupa lungimea conturului, determinat prin studii de microscopie
electronica, plasmida 2 um este formata dintr-o molecula de ADN dublu catenar circular covalent
inchis, avand o dimensiune de 6.3 Kpb (4.2 MD). Aceasta plasmida este prezenta la majoritatea
tulpinilor de Saccharomyces cerevisiae in 60 - 100 copii / celula. Plasmida reprezinta un tip de
"selfish DNA", prezenta sa nefiind asociata cu exprimarea unor caractere fenotipice deosebite. Cu
toate acestea, prezenta aproape ubiquitara a plasmidei 2 um la anumite specii de drojdii, a condus
la formularea a trei ipoteze:
(1) prezenta plasmidei ofera un oarecare avantaj selectiv celulelor [cir'] fatd de cele [ciro]. Ipoteza
este putin probabild, deoarece, in afara unui timp de generatie mai lung (1.5 — 3% pentru celulele
cir’ fat,oél de cele cir’ ), celulele [cir*] nu par a prezenta alte modificari fiziologice sau avantaje fata
de [cir];
(2) mecanismele de replicare a plasmidei si partitie a numarului de copii sunt foarte bine reglate
genetic, astfel incat o celula odata "infectata” cu plasmide 2 um, acestea se mentin, avind o rata
de pierdere nesemnificativa de-a lungul generatiilor. Pana in prezent, aceasta pare a fi explicatia
cea mai valabila;
(3) este posibil ca plasmida 2 um sa se poata transmite eficient de la o celula la alta, fapt care, de
altfel a fost observat in cazul imperecherii sexuate, dar intr-o proportie foarte mica.

in studiile initiale, plasmida 2 um a fost considerata un element genetic citoplasmatic, dar
analizele ulterioare au demonstrat, pe de o parte, localizarea sa nucleara, iar pe de alta parte,
structura sa de tip nucleosomal. Plasmida este impachetata in cromatina din nucleu si se replica
numai o singura data in cursul unui ciclu celular, in timpul fazei S, independent de materialul
genetic cromosomal. Structura nucleosomala deosebita a plasmidei este datorata asocierii la
nivelul secventei STB din structura sa, cu proteina centromerica histone-like Cse4 [Ghosh, 2007].

Din punct de vedere structural, plasmida 2 um este formata din 2 secvente invers repetate
(IR) de 599 pb fiecare, care separa molecula in doua regiuni cu secvente unice (U1 si U2) de 2774
pb, si respectiv, 2346 pb (Fig.3.16). Cele 2 regiunile repetate invers permit recombinari
intramoleculare (“flipping”) si, ca o consecinta, plasmida se poate gasi in douad forme echivalente,
A si B, care difera prin orientarea relativa a celor 2 secvente unice.

Hind 1

R
PE plasmida 2pm g

2 forma moleculara

Hind 11

Eco R Hind iff Eco Rl

Fig. 3. 16. Structura si formele moleculare ale plasmidei 2 um

Cele doua secvente unice cuprind:

= gena FLP (flipping) - codificad o recombinaza (Flp1) ce catalizeaza recombinarea situs-
specifica la nivelul secventelor repetate invers. Proteina Flp1 apartine familiei integrazelor ai caror
membrii formeaza legaturi covalente intre un rest de tirozina (Tyr) din pozitia 343 din structura sa si
gruparea 3'-fosfat de la nivelul secventei core a FRT.

= genele REP1 si REP2 (replication) - codifica proteinele Rep1 si Rep2 care se asociaza
controland atét stabilitatea si segregarea plasmidei 2 um, cat si exprimarea genelor plasmidiale.

Proteina Rep1 co-purifica cu fractia reprezentata de citoscheletul nuclear si se acumuleaza
numai daca este prezenta Rep2, aflatd permanent in nucleu.Localizarea nucleara a proteinelor
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Rep1 si Rep2 este determinata de secvente plasate in regiunile carboxi-terminale ale acestora,
astfel incat deletii minore (25 — 50 aminoacizi) din cadrul acestor secvente, sunt suficiente pentru a
delocaliza proteinele si a afecta functionarea lor in partitia copiilor plasmidei 2 um [Velmurugan,
1998]. Studii realizate in vitro au demonstrat ca primii 129 de aminoacizi din structura proteinei
Rep1 asigura interactia acesteia cu Rep2. La randul sau, proteina Rep2 prezintda doua domenii
functionale: cel amino-terminal mediaza interactia cu Rep1, iar cel carboxi-terminal se leaga de
molecula de ADN plasmidial la nivelul secventei STB (REP3) [Sengupta, 2001].

= gena RAF 1 - codifica o proteina implicata tot in reglarea exprimarii genice.

In structura plasmidei 2 um au mai fost identificate urmétoarele secvente functionale:
Secventa ARS (autonomously replicating sequence) reprezinta originea replicarii plasmidei si este
plasata la nivelul jonctiunii dintre regiunea unica mare si una din regiunile repetate invers, astfel
incat cuprinde o parte din regiunea IR si 100 bp din regiunea unica mare.

Regiunea FRT (FLP recognition target - tinta de recunoastere pentru FLP) la nivelul careia
actioneazd recombinaza Flp1. Regiunea FRT este situata in interiorul uneia din cele 2 IR si este
formata din 3 secvente de cate 13 pb cu orientare inversa si o secventa core de 8 pb la capetele
careia se leaga proteina Flp prin intermediul restului de Tyr 343. Complexul format din FRT si
proteina Flp1, are rol in procesul de recombinare intermoleculara din timpul replicarii ADN 2 um. S-
a observat ca modificari ale secventei de recunoastere a FLP, inhiba puternic procesul de
recombinare.

Secventa STB (stability) sau REP3 este necesara segregarii stabile a plasmidei Th mitoza si este
situsul de actiune pentru produsii genelor REP1 si REP2.

Replicarea plasmidei 2 um

Replicarea plasmidei 2 um este initiata la nivelul secventei ARS si se realizeaza coordonat
cu replicarea ADN cromosomal utilizdnd masinaria enzimatica a celulei gazda. Un rol important in
procesul de replicare il are proteina Flp1 care catalizeaza recombinarea situs-specifica intre
secventele repetate invers. Futcher (1983) a propus un model conform caruia recombinarea
intermoleculara mediata de Flp1 in timpul replicarii plasmidei, duce la amplificarea acesteia prin
inversarea directiei bifurcatiei de replicare. Ca urmare, bifurcatiile se urmaresc in jurul plasmidei de
un numar mai mare de ori fara a se intalni. In urma recombinarilor intermoleculare, la nivelul
regiunilor repetate invers, in timpul replicarii, pot sa apara multimeri de 4 um si 6um, care sunt
resolvati ulterior cu aparitia mai multor molecule plasmidiale (Fig. 3. 17).
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Fig. 3. 17. Replicarea plasmidei 2 uym

Partitia plasmidei 2 um si reglajul numarului de copii

Analiza genetica a plasmidei 2 um a evidentiat existenta unor sisteme de partitie si
amplificare care se pot combina pentru a asigura un mecanism de mentinere a unui numar relativ
constant de copii a plasmidei. Fiecare plasmida se replica o singura data/ ciclu celular, dupa care,
sistemul de mentinere stabila a numarului de copii asigura o repartizare eficienta a plasmidelor la
nivelul celulelor fiice.

In procesul de partitie sunt implicate, in principal, proteinele Rep1, Rep2 si locusul STB
(denumit si REP3). Legarea complexului Rep1-Rep2 la nivelul STB este mediata de proteina Shf1
(codificata de gena nucleara SHF1). Se pare ca plasmida 2 um percepe numarul de copii prin
nivelul proteinei Rep1 si ca, in cazul unei concentratii mari de proteina, complexul format din Rep1-
Rep2 regleaza negativ numarul de copii, prin inhibarea exprimarii genei FLP si stoparea replicarii.

Gena RAF1 este de asemenea implicata in reglajul numarului de copii, codificand o
proteind Raf1, care activeaza exprimarea genei FLP fiind un antagonist al Rep1-Rep2. in procesul
de reglaj al numarului de copii, complexul Rep1-Rep2 represeaza exprimarea lui RAF1, inhiband
astfel exprimarea lui FLP [Ahn, 1997] (Fig. 3. 18)

Supraexprimarea genei FLP in celulele in care exista deja un numar mare de copii ale
plasmidei 2 um, este asociata cu cresterea in dimensiune a celulei si este letald. Efectul profund
nociv al supraexprimarii FLP, sugereaza existenta unui mecanism de control al activitatii acesteia
corelat cu numarul de copii al plasmidei. Astfel:

» cand numarul de copii ale plasmidei este mare, nivelul proteinelor Rep1 si Rep2 creste,
determinand formarea unui complex activ, Rep1-Rep2, cu dubla actiune: (1) se leaga la situsul
REPS3, asigurand repartizarea egala a numarului de copii intre celula mama si cea fiica; (2) acelasi
complex se leaga la capatul 5' al genei FLP represand transcrierea acesteia si, deci, procesul de
replicare.

» in cazul unei segregari randomice, numarul de copii de plasmida 2um scade, astfel incat
concentratia complexului Rep1-Rep2 este insuficienta pentru a represa transcrierea FLP. Ca
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urmare, este sintetizatd recombinaza Flp1 care actioneaza determinand cresterea numarului de
copii ale plasmidei.

R1-R2 Rep1(R1)
Raf1 Rep2 (R2).
R1-R2
R1-R2
Raf1 ARS 7 Raff
STE . Flp1 ~
R1-R2
Shf

Fig. 3. 18. Mecanismele de reglaj de la nivelul plasmidei 2um

In ceea ce priveste mecanismul prin care sistemul Rep determina partitia plasmidei 2 pum
in celulele fiica, studiile efectuate au fost avansate trei posibile modele [Scott-Drew, 1998]:

N primul model propune un mecanism prin care proteinele Rep formeaza o structura
intranucleara care leaga moleculele plasmidiale. Aceasta structura constituie o forta
care distribuie plasmidele nou sintetizate Tn nucleul in diviziune, asigurénd partitia
acestora n nucleul celulelor fiica.

(I in al doilea model, proteinele Rep elibereaza plasmidele de la nivelul locusurilor unde
sunt localizate in timpul replicarii, permitand migrarea acestora in nucleii fiica;

(1) conform celui de-al treilea model, proteinele Rep formeaza un complex legat de o
componenta nucleara, care se dubleaza in cursul replicarii si se repartizeaza apoi egal
intre celula mama si fiica, angrenand astfel si moleculele plasmidiale atasate.

Experiminte mai recente indica cel de-al treilea mecanism de partitie ca fiind cel mai
probabil. A fost evidentiat faptul ca o parte dintre fibrele fusului de diviziune si anume microtubulii
nucleari, sunt implicate in localizarea nucleara a plasmidei 2um si mediaza recrutarea coezinelor la
locusul STB al plasmidei (Fig. 3. 19)

SPB
fus de diviziune plasmide
*.5 2 om
—
Gl ———» s ——»  MITOZA
G1 — plasmidele 2 um se organizeaza in clustere si se asociaza cromosomilor;
S —au loc: duplicarea SPB (spindle pole body), organizarea fusului nuclear de diviziune, replicarea ADN cromosomal si 2 um;
MITOZA — perechile de clustere de plasmide 2 um disociaz; in final, plasmidele se regésesc repartizate egal in celulele fiice

Fig. 3. 19. Modelul de partitie a plasmidelor 2um la S. cerevisiae

Secventele ARS si STB din structura plasmidei 2um sunt implicate si in procese de
silentiere a informatiei genetice nucleare. Silentierea mediata de ARS actionénd in special la
nivelul promotorilor genelor supuse mecanismului de represie prin glucoza (GAL1, GAL4 si SUC2).

Implicarea secventei STB (REP3) in procesul de silentiere, sugereaza existenta unei
legaturi intre acest proces si cel de ancorare nucleara a plasmidei 2um prin intermediul STB sub
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actiunea complexului Repi-Rep2. Au fost propuse doud modele functionale pentru acest
mecanism: (i) ancorarea nucleara a plasmidei 2 um la nivelul STB ar putea avea efect represiv
datorita posibilei sechestrari a unor secvente aflate in vecinatatea fibrei de cromatina unde are loc
ancorarea, fapt care impiedica transcrierea informatieie genetice de la nivelul lor; (ii) este posibil ca
aceasta ancorare sa determine asocierea unor represori transcriptionali, de tipul proteinelor Sir
[Papacs, 2004].

Plasmidele 2 um - like

in afara de plasmida 2 um de la S. cerevisiae, pana in prezent au fost identificate 6 structuri
plasmidiale similare (plasmide 2 um - like), prezente numai la un numar redus de specii de drojdii.
Toate aceste plasmide au dimensiuni mici (4647 — 6615 pb) si contin 2 regiuni cu secvente invers
repetate care impart genomul in 2 parti aproximativ egale, cu secvente unice (Tab. 3) (Fig. 3. 20)
[Araki, 1989 ; Broach, 1991 ; Irie, 1991].

Toate aceste plasmide contin 3 sau 4 regiuni codificatoare dintre care una pentru o
proteina cu mare omologie de secventa cu Flp1 si care este implicata in procesul de recombinare
dintre regiunile invers repetate. Toate plasmidele contin cel putin o secventa ARS, fie la nivelul
uneia dintre regiunile unice, fie in imediata lor vecinatate S-a observat de asemenea, ca gradul de
similitudine intre secventa de aminoacizi al Rep1 si Rep2 de la S. cerevisiae si cel ale proteinelor
corespunzatoare din plasmidele 2 um-like de la Zygosaccharomyces rouxii si Klyveromyces lactis,
este redus. Cu toate acestea, asemanarea evidenta a plasmidelor 2 um-like in ceea ce priveste
structura si functionarea, sugereaza existenta unor mecanisme asemanatoare de asigurare a
stabilitatii si de control a numarului de copii.

Sursa de izolare Dimensiune (pb)
Plasmida U1 U2 IR T

PSR Zygosaccharomyces rouxii 2654 1679 959 6251
pSB1 Zygosaccharomyces bailii 2300 2900 675 6550
pSB2 Zygosaccharomyces bailii 2457 2004 477 5415
pSB3 Zygosaccharomyces rouxii 3168 2665 391 6615
pSM1 Zygosaccharomyces fermentati 2552 2160 352 5416
pKD1 Kluyveromyces drosophilarum 2137 1928 346 4757
2pum Saccharomyces cerevisiae 2774 2346 599 6318

U1 — regiunea unica mare; U2 — regiunea unica mica; IR — regiunea invers repetata; T — intreaga plasmida.

Tab. 3. Tipuri de plasmide 2 pm - like intalnite la drojdii.

Desi principala aplicabilitate a plasmidei 2 um o constituie utilizarea secventei ARS uneori,
alaturi de secventele REP1, REP2 si STB (REPS3) in construirea vectorilor de tip shuttle pentru
drojdii, determinarea prezentei sale sau a plasmidelor 2 um — like, poate fi folosita ca un indiciu
privind posibila apartenentd a unei tulpini necunoscute la una dintre speciile la care au fost
identificate aceste forme de ADN extracromosomal. Folosirea plasmidelor 2 um /2 um - like in
scopul stabilirii relatiilor filogenetice dintre diferitele specii de drojdii gazda, s-a observat ca nu
exista o corelare intre acestea si relatiile filogenetice determinate de similitudinea secventei de
baze a plasmidelor. Astfel, plasmidele pSB3 si pSR1 sunt cel mai indepartate plasmide daca se ia
in consideratie gradul de omologie intre secventele REP1; cu toate acestea, ambele plasmide au
fost izolate, se mentin si se propaga la fel de bine in tulpini de Z. rouxii.
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Fig. 3. 20. Structura tipurilor de plasmide 2 um — like [dupa Broach, 1991]

SISTEMUL KILLER

Producerea de catre unele specii de drojdii de exotoxine cu actiune antimicrobiana
mediata de receptori membranari, reprezinta un fenomen relativ bine cunoscut, descris pentru
prima data la S. cerevisiae, de E. A. Bevan si M. Makower (1963). Capacitatea acestor exotoxine
de a determina moartea celulelor apartindnd aceleasi specii sau unor specii congenice, le-a
conferit denumirea de toxine killer. Majoritatea tulpinilor de Saccharomyces cerevisiae au in
citoplasma una sau mai multe specii moleculare de virusuri ARN dublu catenar (ARN d.c.). Aceste
molecule prezinta foarte multe similaritati cu virusurile ARN d.c. de la organismele eucariote
superioare. Ca urmare, virusurile de la Saccharomyces reprezinta un model pentru descifrarea
mecanismelor centrale de replicare virala, de transcriere ARN-dependenta, de impachetare, de
frame-shift ribosomal, precum si relatiile dintre functiile virale si cele ale gazdei parazitate. Pentru
S. cerevisiae au mai fost identificate doua toxine killer notate KHR (killer of heat resistance, 20
kDa) si KHS (killer of heat susceptible, 75 kDa) codificate de gene nucleare plasate pe bratul stang
al cromosomului IX , respectiv, bratul drept al cromosomului V, care nu au omologie cu celelalte
gene killer. Cele doua proteine difera prin termostabilitate si valoarea pH-ului optim.

Particulele citoplasmatice killer de la S.cerevisiae reprezintd molecule de ARN d.c.
incapsidate in particule virus-like (cu un diametru de 40 nm) si sunt responsabile de sinteza toxinei
killer, substanta letala pentru tulpinile de drojdii non-killer.

Tulpinile cu potential killer apartindnd acestei specii sunt incluse in trei grupe principale: K1
— tulpini de laborator, K2 si K28 — tulpini utilizate in fabricarea berii si a vinului. Desi aceste toxine
difera prin compozitia de aminoacizi, structura si modul de actiune, prezintd mecanisme de sinteza,
procesare si secretie similare. Celulele apartindnd aceluiasi grup sunt rezistente reciproc la toxina
secretatd, pe cand celulele de drojdie apartinand la grupe diferite (sau chiar specii diferite) sunt, de
reguld, sensibile reciproc. Astfel, tulpinile K1 si K2 sunt sensibile la toxina fiecaruia, in timp ce K2 si
K28 sunt cross-imune. Celulele producatoare de toxina killer sunt notate K+, celulele sensibile la
toxina — K-, iar cele care nu prezinta caracer killer - KO.

Virusurile ARN d.c. de la drojdii includ 3 familii de genomuri ARN d.c.: L-A, L-BC si M. Atéat
particulele M, cét si cele L, nu au caracter infectios si nu prezinta ciclu litic. Ele sunt virusuri latente
(cu o serie de caractere de plasmide) si pot fi transmise prin imperechere sexuala sau prin fuziune
de protoplasti. Particulele L-BC se intdlnesc mai rar, iIn numai 10 copii/celula, au aceeasi
dimensiune ca si L-A, dar au secventa diferita de nucleotide. Moleculele L-BC sunt localizate in
particule virale intracelulare cu proteine capsidale diferite de cele ale capsidelor L-A si nu sunt
asociate particulelor de tip M. Din aceste motive se considera ca citoplasma tulpinilor killer de la
S.cerevisiae cuprinde 2 tipuri de particule: L-A si M. Particulele M sunt notate VSc-M si codifica
toxina si factorul de imunitate, iar particulele L sunt notate VSc-L, codifica capsidele M si L, precum
si polimeraze necesare replicarii ambelor genomuri, si au rol de helper in procesul de infectie.

Sinteza toxinelor este asigurata de prezenta in citoplasma a doua tipuri de particule VLP:
L-A si M.

» particule L-A
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* denumite si particule helper; se gasesc in aproximativ 100 copii/celula;

+ au diametrul de 39 nm, iar prezenta lor nu determind moartea celulei gazda, comportandu-se
asemanator virusurilor latente, fara ciclu litic;

» materialul genetic este reprezentat de o molecula de ARN dublu-catenar de 4.6 kb, care se
replica asemanator retrovirusurilor;

+ contine informatia genetica necesara sintezei proteinelor capsidale si unei ARN polimeraze,
necesare pentru incapsidarea si replicarea atat a particulelor L-A, cét si M. Moleculele ARNdc din
L-A prezintd 2 ORF: (i) un situs ORF1 sau VBS (virus binding site) de 2043 baze care codifica
pentru proteina majora a capsidei denumita Gag (76 kDa) si (ii) un situs ORF2 care se suprapune
cu 130 baze peste ORF1 (VBS), a carui informatie genetica se exprima numai in combinatie cu
ORF1, forméand proteina Gag-Pol sau proteina minora a capsidei (180 kDa), cu trei domenii active:
proteic capsidal, de legare a catenei pozitive a ARN (capatul carboxi-terminal) si cu functie de ARN
polimeraza [Magliani, 1997] (Fig. 3. 21).

semnal de
2072 incapsidare

ORF1=gag

t ORF2 =pol
situsul —1 al
frameshift-ului ribosomal

80 kDa I

proteina majora a capsidei

. . domeniu te ARN
180 kDa  domeniu proteic capsidal legare ia ARN polimeraza

proteina minora a capsidei

Fig. 3. 21. Structura genelor gag-pol din genomul L-A

Proteina minora a capsidei, este produsul unui proces de frameshift ribozomal in directia
5', datorat existentei unui heptamer X XXY YYZ (unde X =A,UsauG;Y=AsauU;Z=A, Usau
C) urmat de o structura stem-loop implicata in formarea unui pseudoknot ARN. Modelul lui Jaks
(1988) si Dinman (1991), propune alunecarea cu 1 baza pe molecula de ARNmesager, a ARN de
transfer (ARNt) de la situsul P atasat la XXY si a ARNt de la situsul A atasat la YYZ, pentru a
permite atasarea acestora la XXX si, respectiv, YYY. Astfel, se decaleaza cadrul de citire cu 1
baza, codonul STOP este modificat si se permite citirea lui ORF2 in continuarea lui ORF1 (Fig. 3.
22).

Psaudoknot
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L I | —= ORF2 (pol)

Fig. 3. 22. Procesul de frameshift ribozomal la nivelul ORF1/ORF2 din genomul L-A

Replicarea particulelor killer L-A si M (Fig. 3. 23)

Replicarea particulelor killer L-A, debuteazd cu sinteza de noi moelculare
ARNmonocatenar +, o parte dintre acestea reprezentand baza pentru sinteza de proteine
capsidale minore si majore, iar cealalta parte fiind incorporate ulterior in particule virale nou
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sintetizate. La asamblarea capsidei virale participa si o proteina / factor sintetizat de celula gazda,
care este ulterior eliminat in citoplasma. Proteina minora a capsidei ORF1/ORF2 (Gag/Pol) leaga
molecule de ARNmonocatenar + si prin activitatea ARN polimerazica determina sinteza catenei
ARN- si formarea unei molecule de ARNdublucatenar, care reprezinta genomul unei particle L
mature.

Particulele killer M, utilizeaza pentru replicare proteinele capsidale sintetizate de particulele
L-A si activitatea ARN polimerazica a ORF1/ORF2 (Gag/Pol). Ciclul de replicare este similar cu cel
al L-A, cu diferenta ca nu toate catenele M "+" sunt excluse din particule, ci servesc ca matrita
pentru sinteza de noi catene "-", astfel incat partlculele M mature pot contine mai multe molecule
ARNdublucatenare. Procesul este denumit headful replication [Ribas, 1998].
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replicarea catene “+” matrita
particulelor L-A pentru sinteza de noi catene “-”
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Fig. 3. 23. Replicarea particulelor killer L-A si M

» particule M
« trei clase: M1, M2 si M28, responsabile de sinteza toxinelor killer specifice (K1, K2 si, respectiv,
K28) si a factorului de imunitate; se gasesc in circa 10-12 copii/celula;
» particule virale cu aceeasi dimensiune ca L-A (39 nm) si al caror material genetic este reprezentat
de mai multe molecule de ARN dublu-catenar de dimensiuni mici: M1 — 1.8 kb, M2 — 1.5 kb si M28
- 1.9 kb.

Sinteza toxinelor killer K1, K2 si K28. Mecanism de actiune

Toxinele K1, K2 si K28 de la S. cerevisiae, sunt secretate de tulpinile killer purtatoare a
particulelor M specifice si sunt sintetizate sub forma de preprotoxine care contin un capat amino-
terminal hidrofob care este scindat de proteazele Kex1 si Kex2 si numeroase situsuri de N-
glicozilare; pretoxinele astfel formate au structura generalad siumilara si sufera modificari post-
translationale la trecerea prin apartul Golgi, citoplasma si vezicule secretorii, In final fiind eliberate
in mediu toxinele mature.

Proteaza Kex2 este o endoproteaza de tipul subtilisinei, care cliveaza proteinele dupa
perechile de aminoacizi bazici Lys-Arg sau Arg-Arg. Proteaza Kex1 este o serin-carboxipeptidaza
care indeparteaza aceleasi perechi de aminoacizi bazici de la capatul C-terminal al peptidei
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expuse anterior actiunii lui Kex2. Ambele enzime sunt ancorate in membrana organitului Golgi,
situsurile active fiind plasate in lumenul acestuia [Schmitt, 2002).

Cea mai studiata toxina killer de la S. cerevisiae este toxina K1 (19 kDa). Produsul primar
de transcriere a informatiei genetice din particulele M1, este o polipeptida de 35 kDa, care prezinta
un capat amino-terminal de 44 aminoacizi (secventa leader, ) care include o secventa semnal (de
26 aminoacizi) pentru reticulul endoplasmatic (RE); urmeaza trei domenii: a (103 aminoacizi —
pozitia 45 la 147), y (pozitile 148 la 233) purtator al situsurilor pentru N-glicozilare si p (83
aminoacizi - pozitiile 234 la 316). Pretoxina glicozilata la nivelul RE are 42 kDa, iar prin clivare cu
ajutorul proteazelor Kex2 si Kex1 se formeaza toxina finala care cuprinde doua subunitati, derivate
din domeniile corespunzatoare: o (9,5 kDa) si B (9 kDa) (Fig. 3. 24).
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Fig. 3. 24. Maturarea toxinei K1 de la S. cerevisiae

Toxina K2 este sintetizata sub forma unui precursor de 362 aminoacizi (38,7 kDa) cu trei situsuri
pentru glicozilare (pozitiile 177, 214 si 261), o secventa semnal la capatul amino-terminal si situsuri
de clivare recunoscute de Kex2. in urma maturérii, rezultd 2 subunitati : o (172 aminoacizi)
glicozilatad in doua pozitii (177 si 214) si B (140 aminoacizi), care formeaza toxina matura K2. Spre
deosebire de K1, in structura precursorului K2, nu apare domeniul vy .

Intr-o prima etapa, toxinele K1 si K2, se leaga prin subunitatea B, de un receptor din
peretele celular, 1,6-B-D-glucan (Fig. 3. 25). Ulterior, are loc legarea lor la nivelul membranei
plasmatice, proces mediat de glicoproteina peretelui celular Kre1, care este atasatd membranei
plasmatice prin capatul C-terminal si care are rol esential in formarea canalelor plasmatice prin
care are loc efluxul ionilor de K spre mediul exterior [Breinig, 2002].

Celulele de S. cerevisiae K28 prezinta particule virale M28 care codifica pentru proteina
heterodimerica formata din doua subunitati o si B. Toxina K28 este sintetizatd ca un precursor de
345 aminoacizi, iar cele doua subunitati mature o (10,5 kDa) si p (10,9 kDa), sunt legate prin punti
disulfurice intre resturile de Cys: a - Cyssg Si p— CyS3z40.

Toxina K28 are ca situs primar de legare resturile de «-1-3-manoza de la nivelul
manoproteinelor din peretele celular. Actiunea sa consta in stoparea ciclului celular la inceputul
fazei S, in stadiul incipient de formare a mugurelui si inaintea replicarii ADN (Fig. 3. 25).
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Fig. 3. 25. Mecanismul de actiune al toxinelor Killer K1, K2 si K28 de la S. cerevisiae
[dupa Magliani, 1997]

in concentratii scazute, toxinele K1, K2 si K28 determina apoptoza celulelor tratate cu
aceste toxine, prin rupturi ale ADN si condensarea cromatinei. Acest mecanism se pare ca
functioneaza deseori in conditii naturale, in care toxinele eliberate de tulpina killer sunt n
concentratie prea mica pentru a determina moartea celulelor sensibile prin procesul declansat in
mod normal de prezenta acestora.

Sensibilitatea la toxina killer necesita prezenta genelor KRE implicate in sinteza glucanului
(KRE9, 10, 11) si a mananului, principalii receptori specifici ai toxinei la nivelul peretelui celular.
Astfel, genele KRE1 si KRE5 codifica pentru proteine implicate in sinteza -1,6-D-glucanului, KRE6
codifica o glucan-sintaza, iar KRE2 o manosil-transferaza.

Imunitatea la toxine a celulelor este plasata la nivelul membranei plasmatice, fapt sustinut
de trei observatii: (1) celulele killer raméan imune chiar sub forma de protoplasti; (2) celulele induse
cu rezistenta crescuta la toxina, kre, manifesta acest caracter datorita legarii mai slabe a toxinei la
peretele celular; (3) unele mutante kre manifesta capacitate normala de legare a toxinelor si produc
protoplasti imuni [Sesti, 2001].

Gene nucleare implicate in reglajul sistemului killer

In reglajul mentinerii si replicarii particulelor killer L-A si M de la S. cerevisiae, sunt
implicate numeroase gene nucleare:
» Genele SKI — “superkiller” — par a constitui un sistem antiviral al celulei gazda necesar pentru
represia propagarea particulelor virale killer: SKI1 codifica o 5'-exoribonucleaza implicata in
degradarea ARN si procesare; SKI2, 3, 6, 7 si 8 - represeaza numarul de copii ale M1 si
actioneaza specific represand traducerea ARNm al L-A si M
> Genele MAK — “maintenance of killer” — 30 la numar, sunt esentiale in propagarea si mentinerea
fenotipului killer. Trei dintre ele, MAK3, MAK10 si PET18, intervin in replicarea genomurilor L-A si
mentinerea particulelor L-A si M. O serie de gene MAK codifica pentru proteine ale subunitatii
ribozomale 60S: L3 (MAKS), L4A (MAK?7), L4B (KRBT1) si L41B (MAK18), pentru ADN
topoizomeraza | (MAKT), pentru o proteina membranara (MAK11), MAK16 este esentiala pentru
iesirea din faza G1 si MAK10 este necesara si pentru cresterea celulara pe surse de carbon
nefermentabile.

Aplicatii ale drojdiilor killer
Drojdiile cu potential killer, au numeroase aplicatii practice si teoretice:
» in industria alimentara si de fermentatie, pentru combaterea contaminarii tulpinilor de drojdii
de tip salbatic care poate aparea in timpul producerii berii, vinului sau painii;
» ca agenti de biocontrol in conservarea produselor alimentare;
» in bio-tiparea drojdiilor si fungilor cu potential patogen;
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» in dezvoltarea de produse antimicotice pentru tratamentul infectiilor fungice umane si
animale;
» in tehnologia ADN recombinant.

Ecologia sistemului killer [ Wloch-Salamon, 2008]

Sisteme killer in _mediu natural Toxinele killer pot conferi un avantaj competitiv tulpinilor
producatoare, in accesul la resurse necesare primelor faze de crestere celulara, fiind produse la
parametrii optimi in celule in curs de crestere la un pH scazut si in prezenta nutrientilor. Foarte
multe tulpini Killer au fost izolate de pe fructe, la un pH mic gi concentratie crescutd de zaharuri.
Altele, provin de pe insecte, in special, Drosophila spp.

S-a observat ca deseori, fenomenul killer apare cu preferinta intre tulpini provenind din
ecosisteme cu habitate diferite, ceea ce sugereaza o posibila adaptare in rezistenta la anumite
toxine killer sub actiunea unor presiuni selective specifice fiecarui habitat.

Sistemele killer in mediu industrial Tulpini cu potential killer, majoritatea apartindnd speciei S.
cerevisiae, au fost izolate Tn 88% dintre procesele de fermentatie din producerea vinului, prezenta
lor fiind influentatd de stadiul in care se afla procesul de vinificatie si de perioada de cules a
strugurilor.

Drojdii killer oportuniste Drojdiile killer oportuniste suscita in ultima vreme un interes deosebit, in
special in domeniul medical, in interesul gazdelor cu sistem imunitar compromis. Astfel, s-a
observat incidenta crescuta a fungemiilor asociate cu rate mari ale mortalitatii, cauzate de specii de
drojdii cu potential patogen si fenotip killer, ca S. cerevisiae si Pichia anomala. O atentie deosebita
este acordata posibilei utilizari a toxinelor killer ca agent antifungic cu actiune specifica.

In prezent se cunosc mai multe tipuri de toxine killer biochimic diferite, produse de diverse
genuri de drojdii. Sinteza lor este asigurata de:

(a) elemente genetice citoplasmatice, cu transmitere non-Mendeliana, virus-like particles
(VLPs), al caror material genetic este reprezentat de molecule de ARN dublu catenar
(Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Hanseniaspora uvarum) (Tab. 4);

Dimensiunea

. - Particule . Functiile particulelor virale /
e el el virale genomului proteine codificate
(kpb)
Virus helper; ORF1(Gag) — proteina majora
a capsidei; ORF1/ORF2 (Gag/Pol) —
ScV L-A 4,6 proteina minora a capsidei (domenii:
capsidal, de legare ARN monocatenar+, cu
Sacch functie de ARN polimeraza)
cgfecvigi’:é"y ces Sev M1 ‘6 Toxina K1 (dimer o/B) si factorul de
’ imunitate
ScV M2 15 Toxir1_a K2 (dimer o/B) si factorul de
imunitate
ScV M28 1.8 Toxir1_a K28 (dimer o/B) si factorul de
imunitate
Virus helper; Gag — proteina majora a
ig g;;saccharomy ces ZoV-L 4.6 capsidei; Gag/Pol- ARN polimeraza
ZbV-M 2,1 Toxina killer (monomer) K412
: Virus helper; Gag — proteina majora a
Ijsgrsue’glaspora HuV-L 4.6 capsidei: Gag/Pol— ARN polimeraza
HuV-M 1,0 Toxina killer (monomer)
UmV-P1 H2 H2 — proteine capsidale, replicare si
1,4 mentinerea particulelor virale
M1/M2 M1/M2 -Toxina killer KP1 (dimer o/B)
UmV-P4 H2 H2 — proteine capsidale, replicare si
Ustilago maydis 1.0 mentinerea particulelor virale
M2 M2 - Toxina killer KP4 (monomer)
UmV-P6 H1 H1 — proteine capsidale, replicare si
2,0 mentinerea particulelor virale
M2 M2 - Toxina killer KP6 (dimer o/B)

Tab. 4. Specii de dojdii care prezinta sistemul killer codificat de particule de tip viral
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(b) plasmide ADN lineare (Kluyveromyces lactis, Pichia acaciae, Pichia pastoris); (c) gene
nucleare (numar redus de tulpini de Saccharomyces cerevisiae; tulpini apartinand speciilor: Pichia
farinosa, Williopsis mrakii, Pichia klyveri) (Tab. 5) [Starmer, 1987; Banerjee, 2000].

Specia de drojdie Material Toxina Structura Mecanism de actiune
genetic produsa toxinei killer
ARNdc M1 K1 dimer o/p cresterea permeabilitati membranei,
formare de canale ionice
ARNdc M2 K2 dimer o/p cresterea permeabilitatii membranei,
Saccharomyces formare de lcanalle ionice
cerevisiae ARNdc M28 K28 dimer o/p Inhibarea ciclului celular, stoparea
ciclului in G2
cromosomal KHR monomer necunoscut
cromosomal KHS monomer cresterea permeabilitatii membranei,
formare de canale ionice
Zygosaccharomyc ARNdc M K412 monomer cresterea permeabilitatii membranei,
es bailii formare de canale ionice
Hanseniaspora ARNdc M toxina monomer cresterea permeabilitatii membranei,
uvarum Killer formare de canale ionice
ARNdc M1/M2 KP1 dimer o/p cresterea permeabilitatii membranei,
formare de canale ionice
Ustilago maydis ARNdc M2 KP4 monomer blocgrea preluarii ionilor Ca2" din
mediu extracelular
ARNdc M2 KP6 dimer o/ scaderea concentratiei intracelulare a
ionilor K*
Kluyveromyces ADN(dc linear pGKL1 trimer o/Bry stoparea ciclului celular in G1 si
lactis plasmidial pierderea viabilitatii
ADNdc linear pPac1-2  trimercu stoparea ciclului celular in G1 la pH
Pichia acaciae plasmidial activitate optim 7,0-7,5
chitinazica
Pichia kluyveri cromosomal thina glicoproteina  cresterea permeabjlité!t,ii membranei,
killer formare de canale ionice
Pichia farinosa cromosomal SMK dimer o/p cresterea permeabjlité!t,ii membranei,
formare de canale ionice
cromosomal 2 toxine glicoproteine  actiune killer impotriva speciei
Zygosaccharomyces rouxii la
Pichia anomala concentartii mari de NaCl
cromosomal WC 65 glicoproteine  actiune killer impotriva speciei
UP 25F Candida albicans
cromosomal HM-1/ monomer inhibarea sintezei B-1,3-glucanului
Williopsis mrakii HMK din structura peretellluivc?.elular .
cromosomal K500 monomer cresterea permeabilitatii membranei,

formare de canale ionice

Tab. 5. Principalele caracteristici ale celor mai studiate sisteme killer




