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Capitoiul 1

Embriologie: Frontiere vechi si

noi; introducere in mecanismele
moleculare de reglare si sem-

nalizare

IMPORTANTA CLINICA

De la stadiul de celula unica la nou-nascut cu vérsta de
noua luni (Fig. 1.1 A.B). Un proces de dezvoltare care
reprezintd integrarea uimitoare a unor fenomene de o
complexitate din ce In ce mai mare. Stiinta care studi-
aza aceste fenomene este denumitd embriologie, iar
domeniul include cercetari efectuate asupra factorilor
moleculari, celulari si structurali care contribuie la
formarea unui organism. Importanta acestor studii de-
riva din faptul ca furnizeaza informatii esentiale pen-
tru punerea la punct a unor strategii de ingrijire
medicala care conduc la obtinerea unor rezultate su-
perioare. Asadar, cresterea gradului de intelegere a
embriologiei a condus la crearea unor tehnici noi de
diagnosticare si de tratament prenatal, a unor proce-
duri terapeutice cu ajutorul carora sunt depasite unele
probleme legate de infertilitate si la punerea la punct
a unor metode de prevenire a malformatiilor congeni-
tale, care reprezintd cauza principala a mortalitatii in-
fantile. Toate aceste progrese in domeniul ingrijirilor
medicale prenatale si in domeniul sanatatil
reproducerii sunt semnificative nu numai pentru con-
tributia lor la cresterea ratei nasterilor normale, ci si
pentru efectele lor pe termen Jung in perioada postna-
tala. De fapt, atat capacitatea cognitiva a unui individ,
cat si caracteristicile comportamentale ale acestuia
sunt influentate de conditiile de viatd intrauterind, iar
anumite probleme mateme, cum ar fi fumatul, starea
de nutritie, stresul, diabetul si altele influenteaza
starea de sanatate a copilului dupa nastere. Mai mult,
aceste influente, asociate cu factori moleculari si celu-
lari, stabilesc riscul potential de declansare a anumitor
boli la varsta adulta, cum ar fi cancerul si afectiunile
cardiovasculare. Asadar, factorii care actioneaza in
perioada prenatald au numeroase efecte care influ-
enteaza starea de sandtate atdt pe termen scurt cat sipe
termen lung, astfel incat embriologia si dezvoltarea

fetald reprezinta un obiect de interes pentru toti spe-
cialistii din domeniul medical. De asemenea, cu ex-
ceptia medicilor din citeva specialitati, marea majori-
tate a celorlalti medici si specialisti din domeniul
sdnatitii vor avea ca paciente femei aflate la vérsta
reproducerii, astfel incat exista posibilitatea ca ei sa
aibd o influentd majord asupra rezultatului final al
acestor procese de dezvoltare si asupra urmdrilor
negative ale acestora.

SCURT ISTORIC AL EMBRIOLOGIE]

Intervalul de timp in care se realizeaza progresia de la
stadiul de celuld unicd la stadiul In care primordiile
organelor sunt formate (la om, primele 8 saptamani de
dezvoltare) este denumit perioada de embriogeneza;
intervalul de timp intre acest moment si nastere este
denumit perioada fetald, in timpul céreia
diferentierea continua iar fatul creste si cstigd in
greutate. Metodele stiintifice de studiu al embriolo-
giei au evoluat pe parcursul mai multor sute de ani.
Nu este deloc surprinzator faptul cd initial au
predominat aborddrile de tip anatomic. S-au efectuat
observatii, iar acestea au devenit din ce in ce mai
sofisticate odatd cu perfectionarea instrumentelor op-
tice si a tehnicilor de disectie. Pe masurd ce oamenii
de stiintd au facut comparatii intre specii si au inceput
astfel sd Inteleaga succesiunca fenomenelor dez-
voltarii, cercetdrile au inclus si studii comparative si
de evolutie. Au fost de asemenea studiati copiii cu
malformatii congenitale, iar observatiile au fost com-
parate cu cele efectuate la copiii care au prezentat ti-
pare normale de dezvoltare. Studiul originii si
cauzelor embriologice ale malformatiilor congenitale
a fost denumit teratologie.

in secolul XX, domeniul embriologiei ex-
perimentale a cunoscut o dezvoltare exploziva. Au
fost puse la punct numeroase experimente avand ca
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scop urmarirea celulelor in timpul perioadei de dez-
voltare pentru a stabili care sunt structurile care se
formeaza pornind de la o anumitad celula. Aceste
abordari au inclus observatii ale embrionilor trans-
parenti de la organismele din genul Urochordata, care
contin celule pigmentate vizibile la microscop.
Ulterior au fost utilizate coloratii vitale pentru a
colora celulele vii, astfel incat dezvoltarea acestora sa
poata fl urmarita. La sfarsitul anilor "60 au Inceput sa
fie folosite tehnici de marcare radioactiva si de au-
toradiografie. In aceasta perioada a fost descoperit
unul dintre primii markeri genetici, odata cu crearea
organismelor himera pui-prepelitd. In cadrul acestei
abordari, celulele de prepelita, care prezinta un tipar
unic de distributie perinucleolara a heterocromatinet,
au fost grefate la embrioni de pui aflati in stadiile in-
cipiente de dezvoltare. Ulterior, embrionii gazda au
fost examinati din punct de vedere histologic pentru a
determina evolutia celulelor de prepelita. Variante ale
acestei abordari au inclus obtinerea unor anticorpi ori-
entati Tmpotriva unor antigene specifice prezente pe
suprafata celulelor de prepelita. fapt care a contribuit
semnificativ. la identificarea acestor celule.
Monitorizarea celulelor prin aceste metode si prin alte
tehnici furnizeaza informatii valoroase despre
originea diferitelor organe si tesuturi.

Experimentele de grefare au furnizat
primele date despre schimbul de semnale care se
deruleaza Intre diferitele tesuturl. Exemple de astfel
de experimente includ grefarea nodului primitiv din
pozitia sa normala pe axa corpului in alta pozitie, ur-
mata de constatarea faptului ca aceasta structura in-
duce dezvoltarea unei a doua axe a corpului. Un alt
experiment, in cadrul caruia au fost utilizate primordii

Figura 1.1 A. Ovulul fecundat, imediat
fnainte de fuziunea dintre pronucleii mas-
culin si feminin. B. Fat la varsta de sapte
luni.

ale membrelor, a dovedit ca dacd un fragment tisular
din marginea axiala posterioard a unui membru este
grefat la nivelul marginii anterioare a unui alt mem-
bru, atunci degetele de la nivelul membrului gazda
vor fi duplicate, avand aspectul de imagine in oglinda.
Aceastd regiune posterioard cu rol de semnalizare a
fost denumitd zona de activitate polarizata (ZPA),
iar In prezent se cunoagte faptul cd molecula proteicd
cu rol de semnal este sonic hedgehog.

Aproximativ in aceeasi perioada (1961),
teratologia ca disciplina a ajuns in centrul atentiei din
cauza unui medicament denumit Thalidomida, care a
fost administrat la femeile insdrcinate ca agent
antiemetic si sedativ. Din nefericire, medicamentul a
indus aparitia unor malformatii congenitale, inclusiv
malformatii ale extremitatilor, caracterizate prin ab-
senta unuia sau mai multor membre (amelie) sau prin
absenta oaselor lungi ale membrelor, astfel incat la
nivelul toracelui erau atasate direct ména sau piciorul
membrului afectat (focomelie; Fig. 1.2). Asocierea
dintre medicament si malformatiile congenitale a fost
stabilitd in mod independent de doi clinicieni - W.
Lenz si W. McBride - si a constituit dovada faptului
cd produsul de conceptic este vulnerabil la factori
materni care traverseaza placenta. La scurt timp, nu-
meroase modele pe animale, care demonstrau influ-
enta asupra procesului de dezvoltare a factorilor de
mediu, a medicamentelor si a mutatiilor genetice, au
furnizat informatii suplimentare despre etapele dez-
voltarii si originea malformatiilor congenitale.

In prezent, la lista metodelor experimentale
utilizate pentru studierea proceselor normale §i anor-
male ale dezvoltirii au fost adaugate metodele mole-
culare. Numeroase metode de identificare a celulelor
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Figura 1.2 Copil cu focomelie (absenta oaselor lungi
ale unui membru) cauzatd de medicamentul thalido-
mida.

- prin utilizarea unor markeri genetici, a sondelor flu-
orescente i a altor tehnici de marcare - au crescut ca-
pacitatea cercetdtorilor de a urmiri dezvoltarea
celulelor individuale. Utilizarea altor tehnici - cum ar
fi tehnologiile knock-out, knock-in si antisens - cu
scopul de a modifica expresia genicid a condus la
crearea unor modalitdti noi de inducere a dezvoltirii
anormale si a permis studiul functiei unei singure
gene prezente intr-un tesut specific. Astfel, aparitia
biologiei moleculare a condus embriologia spre un
nivel superior, iar pe masurd ce sunt descifrate rolurile
genelor individuale si sunt descoperite interactiunile
dintre gene si factorii de mediu, intelegerea proceselor
normale §i anormale de dezvoltare devine din ce n ce
mai aprofundata.

INTRODUCERE iN MECANISMELE MOLE-
CULARE DE REGLARE SI SEMNALIZARE

Biologia moleculard a deschis calea citre noi
modalitati de studiere a embriologiei si de aprofun-
dare a intelegerii aspectelor normale si patologice ale
procesului de dezvoltare. Secventierea genomului
uman, impreuna cu crearea unor tehnici de investigare
a reglarii genetice la mai mulite niveluri de complexi-
tate, au condus embriologia catre un nivel superior.
Asadar, embriologia a progresat de la nivel anatomic
la nivel biochimic si apoi la nivel molecular. iar
fiecare etapa a condus la cresterea gradului de
cunoastere.

fn genomul uman exista aproximativ
35.000 de gene, valoare care reprezintd numai o

treime din numirul de gene postulat inainte de fi-
nalizarea Proiectului Genomului Uman. Tnsﬁ, datorita
diverselor niveluri de reglare a expresiei genice,
numirul proteinelor sintetizate pornind de la aceste
gene se apropie de numarul de gene prezis initial.
Ipoteza "o gend - o proteind" a fost insd infirmati.
Astfel, prin diferite mecanisme, pe baza informatiei
continute Intr-o singurd gend pot fi sintetizate mai
multe proteine.

Expresia genicd poate fi reglati la mai
multe niveluri: (1) pot fi transcrise numai anumite
gene, (2) molecula de ARN premesager care se
formeaza prin transcriptia ADN-ului unei gene poate
fi procesati selectiv si astfel poate da nastere mai mul-
tor tipuri de ARN mesager (ARNm), care apoi sunt
transportate in citoplasma, (3) moleculele de ARNm
pot fi translatate selectiv si (4) proteinele sintetizate
pe baza informatiilor continute in moleculele de
ARNm translatate pot fi modificate in mod
diferentiat.

Transcriptia genica

Genele sunt incluse intr-un complex de ADN si pro-
teine (in cea mai mare parte histone) denumit ero-
matina, iar unitatea structurald elementari a acestui
complex este nucleozomul (Fig. 1.3). Structura
fiecdrui nucleozom constd dintr-un octamer de pro-
teine histonice si dintr-un segment de ADN cu
lungimea de aproximativ 140 perechi de baze. Doi nu-
cleozomi adiacenti sunt uniti intre ei printr-un seg-
ment de ADN (ADN de legaturi), atasat de o altid
proteina histonica (histona H1; Fig. 1.3). Nucleozomii
asigurd impachetarea stransd a ADN-ului, astfel incat
transcriptia nu se poate realiza. In aceasti stare inac-
tiva cromatina are aspectul unui sirag (ADN-ul) de
mirgele  (nucleozomii) si  este  denumitd
heterocromatini. Pentru realizarea transcriptiei,
ADN-ul din nucleozomi trebuie desfisurat.
Cromatina care contine ADN desfdsurat este denu-
mitd eucromatina.

Complex de histone

H1 /e ADN de
\ legatura

Figura 1.3 Desen care ilustreaza nucleozomii,
unitatile structurale elementare ale cromatinei. Fiecare
nucleozom este alcdtuit dintr-un octamer de proteine
histonice si dintr-un segment de ADN care contine
aproximativ 140 perechi de baze. Nucleozomii adia-
centi sunt uniti printr-un segment de ADN de legéatura
atasat de o proteina histonica de alt tip.
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Regiunea
promotorului Exonul' 1 Intronul 1 Exonul 2
1 | l | l

Intronul 2 Exonul 3 Intronul 3

Exonul 4
| |

| Regiunea netranslatdta de la capétul 3'
1

Cutia  Codonul de Secventa Terminarea | Situs de terminare
TATA  initiere a amplificatoare translatiei a transcriptiei
translatiei Situs de
poliadenilare

Figura 1.4 Schemd a unei gene "tipice”, observandu-se promotorul care contine cutia TATA; exonii, care
reprezints secvente de ADN ce vor fi translatate in proteine; intronii; situsul de initiere a transcriptiei; situsut de
initiere a translatiei, care contine codonul corespunzator primului aminoacid din structura proteinei; regiunea 3', care
nu este translataté si care include situsul de poliadenilare - poliadenilarea contribuie la stabilizarea moleculei de
ARNm, face posibil transportul acestei molecule in afara nucleului i permite derularea procesului de translatie.

Genele sunt localizate in lantul de ADN si
contin regiuni care pot fi translatate in proteine, denu-
mite exoni, precum si regiuni localizate intre exoni si
care nu sunt translatate, denumite introni (Fig. 1.4).
Pe langd exoni si introni, structura unei gene tipice in-
clude urmatoarele elemente: promotorul, un segment
de ADN la nivelul c#ruia se ataseazd ARN
polimeraza pentru a initia transcriptia; un situs pen-
tru initierea transcriptiei; un situs pentru initierea
translatiei, care are rolul de a specifica primul
aminoacid din structura proteinei; un codon care
semnalizeazi incetarea procesului de translatie; si
o regiune 3' care nu este translatatd si care include o
secventd (situsul de poliadenilare, la nivelul caruia se
adaugd dupi transcriptie un polimer de adenin - poli-
A) care serveste la cresterea stabilitatii ARNm, face
posibil transportul acestei molecule din nucleu 1n cito-
plasmi si permite initierea procesului de translatie
(Fig. 1.4). Prin conventie, capetele 5' si 3' ale unei
gene sunt specificate in relatie cu molecula de ARN
transcrisi pe baza informatiei din gena respectiva.
Astfel, ADN-ul este transcris de la capatul 5' la capa-
tul 3, astfel incat promotorul este localizat in amonte
de situsul de initiere a transcriptiei (Fig. 1.4).
Promotorul, la nivelul caruia se atageazd ARN-
polimeraza, contine de obicei secventa de baze
TATA, motiv pentru care acest situs este denumit cu-
tia TATA (Fig. 1.4). Insa, pentru ca polimeraza sa se
poata atasa la nivelul promotorului. este necesara
prezenta unor proteine aditionale denumite factori de
transcriptie (Fig. 1.5). Factorii de transcriptie au si
un domeniu specific de legare la molecula de ADN,

ARN pollmeraza Il

Situs de initiere

Complex de factori t
a transcriptiei

de transcriptie

Figura 1.8

precum si un domeniu de transactivare, carc ac-
tiveazi sau inhiba transcriptia genei de a cérei regiune
promotor sau amplificator sunt atasati factorii de tran-
scriptie. In asociere cu alte proteine, factorii de tran-
scriptie activeazd expresia genicd prin inducerea
desfasurdrii segmentului de ADN care intrd in struc-
tura nucleozomului, prin eliberarea polimerazei (care
astfel poate transcrie matrita ADN) si prin impiedi-
carea formirii unor noi nucleozomi la nivelul seg-
mentului respectiv de ADN.

Amplificatorii (engl. enhancers) sunt seg-
mente de ADN cu functie reglatoare, care activeaza
utilizarea promotorilor §i controleazi eficienta aces-
tora i rata transcriptiei. Amplificatorii pot fi localizati
la orice nivel de-a lungul unei catene de ADN si nu
este obligatoriu sa fie situati in apropierea promotoru-
lui. La fel ca si promotorii, amplificatorii leag factori
de transcriptie (atagarea acestora se realizeaza prin in-
termediul domeniului de transactivare) si au rolul de a
regla momentul expresiei unei gene si tipul de celule
in care gena respectivi este transcrisd. De exemplu,
controlul expresiei aceleiasi gene in tesuturi diferite
se poate realiza cu ajutorul unor amplificatori diferiti.
Astfel, gena pentru factorul de transcriptie PAXS6,
care este implicat in dezvoltarea pancreasului, a glo-
bilor oculari si a tubului neural, contine trei amplifi-
catori separati, iar fiecare dintre acestia regleazi ex-
presia genei intr-un anumit tip de tesut. Amplificatorii
actioneazd prin modificarea cromatinei, astfel Incat
promotorul devine accesibil pentru enzimele cu rol in
transcriptie, sau prin facilitarea atagarii ARN-
polimerazei. Existd si secvente de ADN care inhiba

ARN polimeraz3 |l

Transcript ARN

Schema in care se observa atasarea enzimei ARN-polimeraza Il de cutia TATA a promotorului unei

gene. Atasarea necesita prezenta unui complex de proteine, precum i a unor proteine suplimentare denumite fac-
tori de transcriptie. Factorii de transcriptie contin un domeniu specific pentru atasarea de molecula de ADN si au

rolul de a regla expresia genica.
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transcriptia; motiv/pentru care sunt denumite atenua-
tori (silencers). Fenomenul permite unui factor de
transcriptie sa activeze o anumita gena in timp ce in-
hiba expresia altei gene, prin atasarea moleculelor
acestuia la diversi amplificatori si atenuatori. Asadar,
factorii de transcriptie contin un domeniu de legare la
ADN care este specific pentru o anumita secventi de
baze, precum $i un domeniu de transactivare care se
ataseazé la nivelul unui promotor, al unui amplificator
sau al unui atenuator si care activeaza sau inhiba gena
reglatd de aceste elemente.

Alti factori care regleazi expresia genici

Transcriptul initial al unei gene este denumit ARN
nuclear (ARNn) sau uneori ARN premesager. ARNn
are o lungime mai mare decit ARNm. deoarece
contine intronii care sunt indepirtati (in cadrul pro-
cesului de excizie a intronilor) pe masura ce ARNn
este transportat din nucleu in citoplasma. De fapt, pro-
cesul de excizie a intronilor ofera celulelor posibili-
tatea de a produce diferite proteine pe baza infor-
matiei confinute intr-o singura gena. De exemplu, prin
indepartarea unor introni diferiti se realizeaza diverse
combinatii de exoni, proces denumit splicing alter-
nativ (excizie-unire alternativa) (Fig. 1.6). Acest
proces se desfasoara la nivelul spliceozomilor, care
reprezinta complexe alcatuite din molecule de ARN
nuclear mic (ARNsn) si proteine si care recunosc si-
tusuri specifice de excizie localizate in interiorul mol-
eculei de ARNn. Proteinele sintetizate pe baza infor-
matiei continute in aceeasi gend sunt denumite izo-
forme de splicing (numite gi variante de splicing sau
forme alternative de splicing), iar acestea oferd unor
celule diferite posibilitatea de a utiliza aceeasi gena
pentru a sintetiza proteine specifice pentru tipul celu-
lar respectiv, De exemplu, pe baza informatiei
continute in gena WT1 se sintetizeaza anumite izo-
forme in celulele implicate in dezvoltarea gonadelor
si izoforme diferite in celulele implicate 1n dez-
voltarea rinichilor,

Chiar si dupa ce o proteini este sintetizata
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(translatata), aceasta poate suferi modificari post-
translationale care i influenteazi functia. De
exemplu, unele proteine trebuie clivate sau fosforilate
pentru a deveni active. Altele trebuie si se combine cu
alte proteine, si fie eliberate din zonele in care au fost
sechestrate sau si fie transportate in anumite regiuni
ale celulei. Agadar, existi numeroase niveluri de
reglare a sintezei §i activarii proteinelor, astfel incat
desi genomul uman contine numai aproximativ
35.000 de gene, numarul proteinelor care pot fi sinte-
tizate este probabil de aproximativ trei ori mai mare
decat numarul de gene.

Inductia si formarea organelor

Organele se formeaza in urma interactiunilor intre
celule si tesuturi. De cele mai multe ori, un grup de
celule sau tesuturi induce modificarea dezvoltarii
unui alt grup de celule sau tesuturi, procesul fiind de-
numit inductie. In cazul fiecarei astfel de interactiuni,
un tip celular sau tisular reprezinta inductorul care
produce un semnal, iar celilalt este respondentul la
semnalul respectiv. Capacitatea de a raspunde la un
astfel de semnal este denumitd competenta, iar com-
petenta presupune activarea tesutului respondent de
citre un factor de competenta. Intre celulele
epiteliale si celulele mezenchimale existd numeroase
interactiuni inductive, care sunt denumite interacti-
uni epitelio-mezenchimale (Fig. 1.7). Celulele
epiteliale sunt unite intre ele si formeaza tuburi sau
straturi, pe cand celulele mezenchimale au aspect de
fibroblasti si sunt dispersate in matricea extracelulari
(Fig. 1.7). Exemple de interactiuni epitelio-mezenchi-
male sunt urmatoarele: intre endodermul intestinal i
mezenchimul Inconjurétor, cu formarea organelor de-
rivate din intestin, inclusiv ficatul si pancreasul; intre
mezenchimul membrelor si ectodermul supraiacent
(epiteliul), cu formarea primordiilor membrelar si
dezvoltarea acestora; intre endodermul corespunzator
mugurilor ureterali si mezenchimul corespunzator
blastemului metanefric. cu formarea nefronilor.
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Figura 1.6 Schematizare a unei gene ipotetice, care ilustreaza procesul de excizie-unire alternativa a intronilor,

cu formarea unor proteine diferite pornind de la aceeasl

nivelul transcriptului initial (ARN nuclear) al unei gene.
cizia unor introni diferiti, ceea ce face posibila sinteza

gena. Spliceozomii recunosc situsuri specifice localizate la
Pe baza acestui proces de recunoastere se realizeaza ex-
mai multor proteine pornind de la o gena unica. Proteinele

care pot fi sintetizate pornind de la informatia continutd intr-o singurd gena sunt denumite izoforme de splicing.
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Mezenchim

Figura 1.7 Desen care ilustreaza interactiunea epite-
lio-mezenchimala. Dupd emiterea unui semnal initial
de catre unul dintre tesuturi, se realizeaza inductia
celuilalt tesut, care se va diferentia intr-o structura
specifica. Primul tesut constituie inductorul, iar cel de-
al doilea respondentul. Dupa initierea inductiei, sunt
transmise semnale (sdgetile) Tn ambele directii pentru
finalizarea procesului de diferentiere.

Interactiuni inductive se pot realiza si intre doud tesu-
turi de tip epitelial, un exemplu fiind inductia formarii
cristalinului de catre epiteliul depresiunii (cupei) op-
tice. Desi inductia este declansata de un semnal initial
emis de inductor cédtre respondent, comunicarea
bidirectionala intre cele doua tipuri de tesuturi sau
celule este esentiala pentru continuarea diferentierii
(Fig. 1.7, sagetile).

Comunicarea intercelulara

Comunicarile intercelulare sunt esentiale pentru in-
ductie, pentru elaborarea raspunsului tesutului com-
petent si pentru interactiunea dintre celulele induc-
toare si celulele respondente. Aceste "linii de comuni-
catie" au ca substrat interactiuni paracrine (prin care
proteinele sintetizate de o celula difuzeazi pe distante
scurte si interactioneazd cu alte celule) sau interacti-
uni juxtacrine (care nu implicd proteine difuzive).
Proteinele difuzive responsabile pentru semnalizarea
paracrini sunt denumite factori paracrini sau fac-
tori de crestere si diferentiere (GDF). Existd nu-
merosi GDF, insd majoritatea sunt grupati in patru
familii, iar membrii aceleiasi familii sunt utilizati in
mod repetat pentru reglarea dezvoltdrii gi a
diferentierii sistemelor de organe. Mai mult, aceiasi
GDF regleazd dezvoltarea organelor In tot regnul ani-
mal, de la Drosophila la om. Cele patru familii de
GDF sunt familia factorului de crestere a fi-
broblastilor (FGF), familia WNT, familia hedgehog
si familia factorului P de transformare a cresterii.

Familia FGF

Au fost identificate 24 de gene pentru FGF, iar infor-
matia pe care o contin este folositd pentru sinteza a
sute de proteine izoforme prin excizia altenativa a in-
tronilor sau prin modificarea codonilor initiatori.
Proteinele FGF sintetizate pe baza informatiilor
continute de aceste gene activeaza un grup de recep-
tori cu functie tirozin-kinazica denumiti receptorii
pentru factorii de crestere a fibroblastilor (FGFR).
La randul lor. acesti receptori activeaza diverse cdi de
semnalizare. FGF sunt deosebit de importanti in

cadrul proceselor de angiogeneza, de crestere axonald
si de diferentiere a mezodermului. Cu toate cd in
aceastd familie existd un grad de redundanta, astfel
fncit un anumit FGF il poate inlocui pe altul in unele
situatii, fiecare moleculda de FGF pare a fi
responsabild pentru producerea unor evenimente
specifice ale procesului de dezvoltare. De exemplu,
FGF8 este important pentru dezvoltarea membrelor si
a structurilor cerebrale.

Proteinele hedgehog

Existd trei gene hedgehog: Desert, Indian si sonic
hedgehog. Tipul sonic hedgehog are rol in numeroase
ctape ale dezvoltdrii, care includ formarea
primordiilor membrelor, inductia tubului neural si
dezvoltarea acestuia, diferentierea somitelor, seg-
mentarea intestinului si altele. Receptorul pentru pro-
teinele din familia hedgehog este denumit Patched,
iar acesta se leagd de o proteind denumitd
Smoothened. Proteina Smoothened realizeaza trans-
ductia semnalului hedgehog, insa este inhibatd de
Patched pand in momentul in care o proteind hedge-
hog se atageazd de acest receptor. Asadar, rolul fac-
torului paracrin hedgehog n acest exemplu este de a
se atasa de receptorul sdu specific pentru a opri in-
hibitia unei molecule transductor care in caz contrar ar
fi activi si nu de a activa in mod direct aceastd mole-
cula.

Proteinele WNT

Exista cel putin 15 tipuri diferite de proteine WNT,
care au rol in procesele dezvoltarii. Receptorii aces-
tora sunt membrii unei familii de proteine ondulate.
Proteinele WNT sunt implicate in reglarea formarii
primordiilor membrelor, in dezvoltarea mezencefalu-
lui si in controlul anumitor aspecte ale diferentierii
urogenitale si a somitelor.

Superfamilia TGFf}

Superfamilia TGFP cuprinde peste 30 de membri si
include factorul Bs de transformare a cresterii,
proteinele morfogenetice osoase (BMP), familia
activinei, factorul inhibitor miillerian (MIF, hor-
monul anti-miillerian) si altele. Membrii superfami-
liei TGFp detin roluri importante in cadrul proceselor
de formare a matricei extracelulare §i de ramificare
epiteliald care se produce in timpul dezvoltdrii
pldmanilor, rinichilor §i a glandelor salivare.
Proteinele din familia BMP induc formarea oaselor si
au roluri multiple, printre care reglarea diviziunii
celulare, a mortii celulare (apoptoza) si a migrérii
celulare.

Ciile de transductie a semnalelor
Factori paracrini
Factorii paracrini actioneazd prin intermediul cailor

de transductie a semnalului, activind in mod direct
o astfel de cale sau blocind activitatea unui factor in-
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hibitor al c#ii respective (inhibitia inhibitoruluij situ-
atie Intdlnita in cazul semnalizdrii cu ajutorul pro-
teinelor hedgehog). Ciile de transductie a semnalului
includ o moleculd semnal (ligandul) si un receptor
(Fig. 1.8). Receptorul stribate membrana celulari si
are un domeniu extracelular (regiunea de atasare a
ligandului), un domeniu transmembranar si un
domeniu citoplasmatic. Prin atagarea de un receptor,
ligandul induce o modificare conformationali a struc-
turii receptorului, cu activarea consecutivi a domeni-
ului citoplasmatic. De obicei, In urma acestei activiri
receptorul dobéndeste activitate enzimaticd, iar de
cele mai multe ori este vorba de activitate protein-ki-
nazicd, astfel incit receptorul poate fosforila alte pro-
teine utilizind ATP ca donor de grupiri fosfat.
Fosforilarea activeaza aceste proteine, care la rindul
lor fosforileaza alte proteine, astfel incat se formeaz3
o0 cascadd de interactiuni proteice care in final con-
duce la activarea unui factor de transeriptie.
Factorul de transcriptie activeazd sau inhib# expresia
anumitor gene. Caile de transmitere a semnalelor sunt
foarte numeroase si complexe, iar in anumite situatii
se caracterizeaza prin faptul ¢i o proteina inhibi o alti
proteind care la rAndul ei activeazi o a treia molecula
proteicd (situatie similard cu cea intAlnitd in cazul
semnalizdrii prin intermediul proteinelor hedgehog).

Comunicarea juxtacrind

Substratul comunicarii juxtacrine este reprezentat
de asemenea de cai de transductie a semnalelor, insd
nu implicd utilizarea unor factori difuzivi. In schimb,
existd trei modalitati de realizare a acestui tip de co-
municare: (1) O proteina localizati pe suprafata unei
celule interactioneaza cu un receptor situat pe
suprafata unei celule adiacente. intr-o manierd

Membrané celulard

Pori
nucleari

analogd cu cea intAlnitd In cazul comunicirii
paracrine (Fig. 1.8). Calea Notch reprezinti un
exemplu al acestui tip de comunicare. Proteina recep-
tor Notch traverseaza membrana celulara si se leaga
de celulele a caror membrana contine proteine Delta,
Serrate sau Jagged. Interactiunea intre una dintre
aceste proteine si Notch induce o modificare confor-
mationald a proteinei Notch, astfel incit o parte din
segmentul citoplasmatic al acestei proteine receptor
este clivatd. Portiunea clivata se ataseaza apoi de un
factor de transcriptie si activeaza expresia anumitor
gene. Comunicarea mediatd de proteina Notch este
deosebit de importantd in cadrul proceselor de
diferentiere neuronala, de formare a diferitelor tipuri
de vase sanguine si de segmentare a somitelor. (2)
Una dintre celule secreta in matricea extracelulara
substante cu rol de liganzi, care interactioneaza cu re-
ceptori specifici prezenti la nivelul celulelor din
vecindtate. Matricea extracelulari reprezintd mediul
in care existd celulele. Acest mediu este alcituit din
molecule de dimensiuni mari secretate de citre celule,
care includ diverse tipuri de colagen. proteoglicani
(condroitin-sulfati, acid hialuronic si aliii) i glico-
proteine, cum ar fi fibronectina si laminina. Aceste
molecule formeaza un substrat de care celulele se pot
atasa §i pe care acestea pot migra. De exemplu,
laminina si colagenul de tip IV reprezinta componente
ale laminei bazale care au rolul de a media atasarea
celulelor epiteliale, iar moleculele de fibronectina
formeazd structuri pe care se poate realiza migratia
celulard. Receptorii care realizeaza legatura intre
moleculele extracelulare - cum sunt fibronectina si
laminina - si celule sunt denumiti integrine. Acesti
receptori "integreaza" moleculele matricei extracelu-
lare si moleculele care intrd in componenta
citoscheletului celular, de exemplu microfila-
mentele de actina, astfel incit conferd celulelor ca-

Regiune
activata (fosforilata)

Proteina activata

Complex proteic
activat

Figura 1.8 Schem& a unei cai tipice de transductie a

specific. Receptorul este activat consecutiv atasarii liga

activitate enzimatica tirozin-kinazica, desi in unele situ

Complexul proteic
activat actioneaza
ca factor de transcriptie

semnalului, care are ca substrat un ligand si receptorul sau
ndului. In mod tipic, In urma activarii receptorul dobandeste
afii aceasta activitate poate fi de alt tip. Activitatea kinazica

declangeaza fosforilarea in cascada a numeroase alte proteine, iar in final este activat un factor de transcriptie care

regleaza expresia anumitor gene.
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pacitatea de a migra de-a lungul structurilor-din ma-
tricea extracelulara prin utilizarea unor proteine con-
tractile, cum ar fi actina. De asemenea, integrinele
pot induce expresia anumitor gene si pot regla
diferentierea celulard, asa cum este cazul con-
drocitelor, care trebuie si fie atasate de matricea ex-
tracelulari pentru a putea forma tesut cartilaginos. (3)
Exista si o cale directd de transmitere a semnalelor de
la o celuld la alta, prin intermediul jonctiunilor gap
(de comunicare). Aceste jonctiuni cu structurd
canaliculari sunt dispuse Intre celule si permit tre-
cerea unor molecule mici si a ionilor. Comunicarea pe
aceastd cale este importantd in cazul celulelor aflate in
strinsd vecinitate, cum sunt celulele epiteliale de la
nivelul intestinului si al tubului neural, deoarece per-
mite acestor celule s actioneze simultan. Fiecare ast-
fel de jonctiune este formatd din proteine denumite
conexine, care sunt dispuse astfel incat formeaza
canale transmembranare, iar jonctiunea ia nastere prin
alinierea acestor canale ce apartin unor celule adia-
cente.

Este important de retinut ¢ procesul trans-
ductiei unui semnal se caracterizeaza printr-un grad
inalt de redundanta. Datorita acestui fapt, pierderea
functiei unei proteine-semnal, consecutiva unei mu-
tatii genetice, nu conduce intotdeauna la aparitia de
anomalii ale procesului de dezvoltare sau la deces,
deoarece poate fi compensata prin actiunile altor
membri din aceeasi familie. De asemenea, exista in-
teractiuni strinse intre diferitele cai de transductie a
semnalelor. Aceste interactiuni dau nastere la nu-
meroase puncte de control la nivelul carora trans-
ductia semnalelor poate fi reglatd.

REZUMAT

) Pe parcursul ultimului secol, embriologia a
L progresat de la o stiintd pur observationald la
= 0 stiin{d care implicd utilizarea unor metode
tehnologice si moleculare sofisticate. Utilizate impre-
uni, observatiile si tehnicile moderne conduc spre
intelegerea mai clard a originilor proceselor normale
si anormale ale dezvoltarii §i totodata sugereaza
modalitati profilactice si terapeutice care pot fi uti-
lizate pentru a preveni i trata malformatiile congeni-
tale. In aceastd privintd, cunostintele despre functiile
genelor au determinat crearea unor metode complet
noi de abordare a subiectului.
In genomul uman existd aproximativ
35.000 de gene, insi aceste gene codifica aproximativ
100.000 de proteine. Genele sunt continute intr-un
complex de ADN si proteine denumit cromatina, a
cirui unitate structurald elementard este nucleo-
zomul. Cromatina are aspectul unui girag (ADN-ul)
de mirgele (nucleozomii), strans impachetat, iar acest
tip de organizare poarta denumirea de
heterocromatind. Pentru a se realiza transcriplia,
ADN-ul trebuie s# fie despachetat din nucleozomi, iar
cromatina cu noua structurd este denumitd
eucromatini. Genele sunt localizate in catenele de
ADN si contin regiuni care sunt translatate in pro-
teine, denumite exoni, si regiuni care nu sunt trans-
latate, denumite introni. Din structura unei gene
tipice mai fac parte o regiune promotor, la nivelul
cireia se leagi ARN-polimeraza pentru a initia tran-
scriptia; un situs de initiere a transcriptiei, care

contine informatia referitoare la primul aminoacid din
lantul proteic; un codon de terminare a translatiei;
si un segment 3' care nu este translatat si care in-
clude o secventd (situsul de poliadenilare) ce con-
tribuie la stabilizarea moleculei de ARNm. ARN
polimeraza se atageaza la nivelul unui segment al
regiunii promotor care de obicei contine secventa
TATA, segment denumit cutia TATA. Procesul de
atagare necesitd prezenta unor proteine suplimentare
denumite factori de transcriptie.

Pomind de la informatia continutd intr-o
singurd geni, uneori pot fi sintetizate mai multe pro-
teine diferite prin procesul de excizie-unire alterna-
tiva a intronilor, in urma céruia spliceozomii inde-
parteazd selectiv anumiti introni, Proteinele sinteti-
zate astfel sunt denumite izoforme de splicing sau
variante de splicing. Structura proteinelor poate fi
schimbati si prin modificari posttranslationale,
cum ar fi fosforilarea sau scindarea.

Inductia reprezintd procesul prin care un
grup de celule sau fesuturi (inductorul) determind
modificarea evolutiei unui alt grup de celule sau tesu-
turi (respondentul). Capacitatea de a rdspunde la
semnalul emis de inductor este denumitd compe-
tenta, iar aceasta este determinata de catre un factor
de competentd. Numeroase fenomene de inductie au
la baza interactiuni epitelio-mezenchimale.

Comunicarile intercelulare se pot realiza
prin mijloace paracrine, care implica factori di-
fuzivi, sau juxtacrine, care implica diferiti factori
non-difuzivi. Proteinele responsabile pentru comuni-
carea prin mijloace paracrine sunt denumite factori
paracrini sau factori de crestere si diferentiere
(GDF). Exista patru familii principale de GDF: fa-
milia factorilor de crestere a fibroblastilor (FGF),
familia proteinelor WNT, familia proteinelor
hedgehog si familia factorului Bs de transformare
a cresterii (TGFPs). Comunicarea prin mijloace jux-
tacrine se realizeaza cu ajutorul unor produsi de la
nivelul matricei extracelulare, al unor liganzi care se
ataseazi de receptorii de pe suprafetele celulare si al
comunicgrilor intercelulare directe.

Ciile de transductie a semnalelor includ
fiecare o moleculd semnal (ligandul) si un receptor.
De obicei, receptorul strabate integral membrana
celulara si este activat atunci ciind la nivelul sau se
ataseaza ligandu] specific. Activarea induce de cele
mai multe ori capacitatea de a fosforila alte proteine,
cel mai frecvent prin dobéndirea unei activitati
kinazice. Ca urmare, este declansata o cascadi de
actiuni enzimatice, care in final conduce la activarea
unui factor de transcriptie specific, urmata de expresia
anumitor gene.

PROBLEME

1. [n conditii normale, FGF si receptorii lor specifici
(FGFR) sunt responsabili pentru dezvoltarea cra-
niului st a suturilor craniene. Cum pot fi intre-
rupte cdile de comunicare implicate in aceste pro-
cese ale dezvoltdrii? Substratul acestor cdi de
transmitere a semnalelor este de tip paracrin sau
Juxtacrin? Puteti exemplifica o situatie in care
atunci cdnd expresia unei anumite gene din fa-
milia FGF este Intreruptd, consecintele negative
pot fi absente?



