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Introducere 

Nici un alt domeniu al ştllnţelor vleţil nu a cunoscut o dezvoltare atât de 
dinamică ca biochimia aclzilor nucleici. rezultatele cercetărilor permiţând 
practic expllcarea la nivel · molecular a tuturor proceselor biologice. Prin 
contopirea acestul domeniu cu genetica a apârut biologia moleculară. care 
oferă un tablou general, , integrator. al· tuturor fenomenelor care expllcă 
caracteristicile general.e ' ale :otganlsmelor vil. Biologia moleculara penulte cea 
mal profundă corelare. lll'ti'e structura materialului genetic şi e.'\.l)rimarea lui 
fenotipică. intre structură şi funcţia unei macromolecule. a unul ansamblu 
supramolecul'.11"· a uimforganit intracelular. a unul organ. etc .. 

Rezultatele cercetărilor în domeniul biochimiei aclzilor nucleici sunt 
dependente de 'tehnicile de investigaţie în biologia moleculară. adesea extrem 
de sofisticate. De fapt. evoluţia cunoaşterii în acest domeniu a urmărit 
dezvoltarea acestor tehnici. 

Numeroase dogme au fost infinnate. cercetări premiate cu valoroase 
premll NOBEL având. în prezent numai o.valoare Istorică. 

Necesitatea apariţiei acestei cărţi. destinată studenţllor biochimişti şi 

biologi de la Facultatea de Biologie a Universităţii Bucureşti a fost Impusă de 
evoluţia Planurilor de învăţământ la facultatea noastră. Realizarea unei 
documentărt · exhaustlve într-un domeniu atât de dinam.Ic a fost posibilă graţie 
ajutorului acordat de Comunitatea Europeană printr-un program TEMPUS ce a 
oferit cadrelor didactice de la Catedra de Biochimie posibllitatea unei instrucţii 
teoretice şi practice în domeniul biologiei molecul~e. 

Dedic această lucrare. coordonatorului acestul program. Dna Dr. RITA 
BAROT de la Universitatea Paris-Sud. 

Autoarea 
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1. EVOLUŢIA CUNOAŞTERII 

în apariţia biologiei moleculare au existat câteva etape care au m eu-ca: 
progresul cunoaşterii structurii şi funcţiei acizilor nucleici. 

♦ 1869-1943 : Descoperirea acizilor nucleici 

Era moderna a biologiei a început odată cu descoperirea unui nou compus 
fosfo-organic, concentrat în zona nucleară a tuturor celulelor . Acest "compus" 
numit la început nucleina şi apoi cromatina, s-a dovedit în timp a fi constituit 
din acizi deoxiribonucleici (DNA) şi proteine. 

A urmat descoperirea acizilor ribonucleici (RNA) . Analiza DNA şi RNA a 
arătat că cele doua tipuri de acizi nucleici conţin 4 tipuri de unităţi, numite 
nucleotide. DNA s-a dovedit a se deosebi de RNA printr-un glucid: deoxirtboză 
in loc de riboză Oa RNA) şi printr-o bază distinctă: timină în loc de uracil (la 
RNA). Fiecare moleculă de DNA era considerată a fi un polimer repetitiv a unui 
tip de unitate tetranucleotidică. A existat o perioadă când s-a atribuit rolul de 
material genetic proteinelor, cu o structură mult mal variabilă datorită celor 20 
aminoacizi din compoziţia lor. 

În 1930, DNA era numit thymus nucleic acid şi se considera a fi prezent 
numai in celulele animale. RNA, numit pe acea vreme yeast nucleic acid, era 
considerat a fi caracteristic celulelor vegetale. 

♦ 1944-1960: DNA - substanţa genetică 

Epoca de aur începe cu descoperirea că DNA este materialul genetic, prin 
experimentul realizat de AVERY, MAC LEOD si MAC CARIY (1944) care au 
demonstrat ca "principiul activ" ce realizează transformarea unei tulpini 
nevirulente de pneumococi într-una virulentă este de fapt DNA. Deci acest tip 
de acid nucleic, purificat, poartă un mesaj genetic ce poate fi asimilat şi 
exprimat în alte celule. Ulterior, molecula DNA s-a dovedit a fi mai mare şi mal 
complexă decât un tetranucleotid repetitiv, variind de la un organism la altul. 

Au urmat alte doua mart descoperiri. În 1952, s-a demonstrat posibilitatea 
infectării unor celule de E.coli prin injectare cu DNA extras din bacteriofagul 
T2 şi că proteina virală serveşte numai penetrării DNA în bacterie, fiind apoi 
abandonată în afara celulei. 

DNA viral, intrat în celula bacteriană, este capabil de a produce multe 
copil identice ale virsului. Acest experiment a demonstrat rolul DNA ca 
purtător al informaţiei. 

Al doilea eveniment remarcabil a fost descoperirea de către WATSON şi 
CRICK, in 1953, a structurii DNA, dublu-catenare (duplex), complementare, 
prezentând şi un model în care molecula DNA poate fi replicată. Formarea de 
perechi de baze, complementare, între resturile nucleotidice din cele două 
catene ale unei molecule de DNA explică replicarea semiconservativă a acestui 
acid nucleic. În acest model, fiecare catenă a duplexului DNA serveşte ca tipar 
pentru sinteza unei noi catene complementare. 
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Aceste descoperiri, şi multe altele, au demonstrat că DNA are două funcţii 
majore. Prima este de a p1,rta informaţia genetică ce conferă genotipul şi 
feuolipul speciile al !leeă rd celule. DNA este transcris în RNA. care este apoi 
"tradus" în structura proteinelor. în dogma centrală a biologiei moleculare, 
Informaţia este transferată de la acizi nucleici la proteine şi niciodată !n 
direcţie Inversă. Cealaltă funcţie majoră a DNA este propria lui replicare. In 
duplicar·ea geuotlpulul celulei, DNA serveşte ca tipar pentru replicarea unui 
cromozom în dol cromozomi identici. A fost descoperită DNA polimeraza, care 
catalizează copierea unei noi catene DNA, virtual fără nici o eroare. 

♦ 1960-1973: Consolidarea 

Aceasta perioadă este caracterizată prin cercetări de înaltă ţinută 
ştiinţifică. În ciuda complexităţii, DNA a fost modificat, "disecat", analizat şi 
sintetizat. S-a evidenţiat faptul că DNA suferă leziuni în cursul proceselor de 
pliere, replicare, transcriere. etc., leziuni care pot fi reparate. S-a descoperit că 
DNA există şi îşi îndeplineşte cele două funcţii majore nu numai în nucleu el şi 
în mitocondrii şi cloroplaste. 

♦ 1974-1980: A doua epocă de aur 

Dezvoltarea unor metode cu o mare putere de rezoluţie a condus la 
reconsiderarea şi revizuirea unor concepte mal vechi privind organizarea 
cromozomului, exprimarea genelor, replicarea şi rec")mbinarea, considerată de 
Arthur KORNBERG o dramă şi o speranţă continuă. 

Concept.ul că o moleculă de DNA corespunde unei singure gene, ce 
permite sinteza coliniară a unei proteine unice a fost abandonat. De exemplu 
DNA bacteriofagului~xl 74 codifică cinci proteine diferite. O genă poate codifica 
o proteină multifuncţională care are o sumă de activităţi enzimatice. Secvenţa 
genetică din organismele superioare nu este continuă cum se credea, ea fiind 
~desea întreruptă de regiuni nefuncţionale, intronil. 

Aceste descoperiri au fost realizate cu tehnici noi de scindare, clonare şi 
amplificare a genomului. Un genom de 5000 nucleotide poate fi secvenţiallz.at 
în câteva săptămâni. Elementele de inserţie din DNA. separate, facilitează 
transpoziţia DNA între plasmide, virusuri şi cromozomi, permiţând studii de 
.mare fineţe. A fost descoperită "maşinaria" enzimatică ce acţionează asupra 
DNA , mal mult de 20 polipeptide fiind angajate în copierea unul singur DNA 
monocatenar, circular, pentru a sintetiza duplexul lui. în . 1980, Arthur 
:KORNBERG a elaborat un concept privind replicarea DNA oe oferă un tablou 
asupra organizării, controluh.i.i replicării şi al expresiei genetice. · 

+: 1980 - prezent : DNA în centrul atenţiei 

Izolarea, analiza, sinteza şi rearanjarea secvenţei DNA . şi genelor, 
posluilitatea de a insera DNA recombinaţi în celule au capacitat . practic toată 
biologia moleculară. Replicarea, repararea, transpoziţia şi multipllcarea virală 
sunt studiate pe sisteme celulare intacte. Mal multa atenţie este acordată 
proteinelor funcţionale implicate în transmiterea mesajelor genetice. . 
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2. BIOCHIMIA NUCLEOTIDELOR 

Nucleotidele sunt molecule cu o importanţă deosebită în metabolismul 
celular privind transferul de energie, stocarea de informaţie şi cataliza 
enzimatică. Ele Joacă roluri cheie în aproape toate procesele biochimice : 

1. Elemente constitutive. ,Acizii nucleici DNA si RNA sunt compuşi din 
resturi de nucleotide, asamblate prin legături 3',5'- fosfodiesterlce; 

2. Rol în metabolismul e~ergetic. KfP este un purtător universal de 
energie în sistemele biologice )lind sintetizat în cantităţi mari în mitocondrie 
prin fosforilare oxidativă. ATP susţine energetic majoritatea căilor anabolice, 
fiind implicat şi în contracţi~ musculară, transportul activ şi menţinerea 
integrităţii membranelor celulare. El serveşte ca donor de grupări fosfat şi în 
sinteza altor nucleozid trtfosfaţi : GTP, UTP, CfP, etc. GTP subvenţionează 
energetic multe mişcări ale macromoleculelor, ca de exemplu translocarea 
catenelor peptidlce nascente pe ribozomi şi activarea proteinelor de cuplare a 
semnalelor. 

3. Rol de mediatori fiziologici. Nucleozid-monofosfaţii ciclici sunt 
mediatori al multor procese metabolice. Modificările covalente ATP-dependente 
realizate în prezenţa cAMP afectează activităţile multor enzime, ca de exemplu 
glicogen-sintaza şi glicogen-fosforilaza. cGMP este un alt mediator al unor 
evenimente celulare. ADP are un rol critic în agregarea plachetelor sangvine şi 
deci în coagularea sângelui. Adenozina produce dilatarea vaselor sangvine 
coronariene, fiind un reglator al curgerii sângelui prin sistemul coronarian. 

4. Componente ale unor coenzime. NAD şi NADP sunt substrate 
obligatorii, iar FAD este grupare prostetică a unor oxidoreductaze. Coenzima A 
este un purtător de grupari acil, implicat într-o serie de reacţii metabolice. 

5. Derivaţii nucleotidici sunt intermediari activaţi în multe biosinteze. 
De exemplu, UDP-glucoza şi CDP-diacilgllcerolul sunt precursori în sinteza 
glicogenului şi respectiv a fosfogliceridelor. S-adenozil metionina . este forma 
activată, de transport, a grupărilor metil. 

6. Efectori alosterici. Multe căi metabolice sunt controlate de 
concentraţiile intracelulare ale unor nucleotide: AMP, ADP, etc. 

Un nucleotid este format dintr-un glucid, o bază azotată şi cel puţin o 
grupare fosfat. Un ribonucleotid are restul glucidic 13-D-riboza, iar un 
deoxiribonucleotid 13-2-deoxi-D-Riboza: · 

CH
2
0~I-I H 

H 

H H 

CH
2

0~H I 

H 

H H 
OH OH OH H 

13-D-Riboza 13-2-deoxi-D-rtboza 
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Baza azotată poate fl un derivat de la o purină sau de la o plrtm.ldlnă: 

Purina Plrtmldlna 

Ba.zele purlnice majore sunt adenina (6-am.lno-purlna) şi guanina ( 2 -
amino. 6-oxo-purina). Iar ba.zele plrlmldinice majore sunt citozina (2-oxo,4-
amino-plrlrnld.lnaJ. uracilul (2.4-d.l-oxo-plrtm.ld.lna) şi timina (2.4-d.l-
oxo.5-metll-plrlm.ldlna): 

NH, o o 
NHi o 

b 
li I 

I I! 
/ S', 01 ,,.,... c,., ... 

C N / ~ '--..C/N' /•"cH N,,,-o'·c/ ~ Hţ I\ HN sC-CH, HN ~ li I 
2 

li I li CH I u CH c' CH , C / C 2 /H 0 " ',N/ 
0

,...c'-N _,,cH HC, _,,c .___ / / c "- w ,... 'N O/ '--..N 
W N H,N H H H H 

H 

Adenina Guanina Citozina Uracilul Timina 

Prin ataşarea unei baze azotate la riboză sau deoxlriboză se fom1ează un 
nucleozid. Baza azotată este ataşată printr-o legatură N-(3-gl.lcozldlcă intre C-1' 
d.ln glucld şl N-9 de la purină sau N-1 de la plrtm.ldlnă. Rlbonucleozldele 
majore sunt · adenozina, guanozina, citidina şi urldina. iar 
deoxlrlbonucleotldele majore sunt: deoxiadenozina, deoxiguanozlna, 
deoxicitidina şi deoxitimidina. 

NH2 

HD=)-H 
H~CbJ2 I HOtH2 o p 

,. I' 

H H H H 

l' 2' 

OH OH 

Adenoz.lna 

Hoo \ H 
_.. H 

o 

Urid.lna 

1 
HO- P- 0-CH, 

I 
OH 

OH OH 

Adenoz.ln 5'
monofosfat (AMP) 

HO-P=O 
I 

OH 

Ttm.ldln-3' 
monotosfat 
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Grupările fosfat pot esterifica orice grupare hidroxil (2',3' sau 5') a pentozei 
unui nucleozld , formându-se nucleotide. Cel mai comun este esterificată 
gruparea alcool primara de la C-5' ( Tabelul 1). 

Tabelul 1: Nomenclatura bazelor, nucleozldelor şi nucleotidelor 

..., ___ 
1\T,--1---•-",.1 1\T, ,,_1,.,.,"Tlrl o;.•_rnr,nnfncf<>t 

Adenina Adenozina Adenozln 5'monofosfat (AMP) 

(Ade) (Ado) ( adenilat) 

Guanina Guanozina Guanozin 5'-monofosfat (GMP) 

(Gua) (Guo) (i:!uanilat) 

Citozina Citldina Citidin 5'-monofosfat (CMP) 

(Cyt) (Cyd) (citidilat) 

Uracil Uridina Uridin 5'-monofosfat (UMP) 

(Ura) (Urd) (uridilat) 

T'.imina Deoxitimidina Deoxitimidin 5'-monofosfat (dTMP) 

(Thy) (dThd) (deoxitimidilat) 

În general, un nucleotid poate fi abreviat NMP, unde N- este simbolui unui 
nucleozid . În particular, adenozin 5'-monofosfatul este abreviat AMP. 
Deoxiadenozin 5'-monofosfatul este abreviat dAMP. 

La pH 7, nucleotidele există predominant ca anioni datorită sarcinii 
negative a grupărilor fosfat, baza azotată fiind neâncărcată. De aceea, în 
discuţiile ulterioare vom denumi nucleotidele: adenilat, guanilat, citidilat, 
timidilat si uridilat. 

♦ Apariţia în celule 

Principalii compuşi purinici şi plrimidinicl din celule sunt derivaţi 5'
nucleotidici. În celule nucleotidul care se găseşte în cea mai mare concentraţie 
esteATP. 

În funcţie de tipul celulei concentraţia nucleotidelor variază. De exemplu, 
în eritrocit adenin nucleotidele se găsesc în mare exces faţă de alte tipuri de 
nucleotide. În hepatocite şi alte ţesuturi există, de asemenea, concentraţii 
mari de UDP-glucoză, UDP-acid glucuronic, NAD+, NADH, etc. Prezenţa de 
baze libere, nucleozide sau 2', 3'- nucleotide în fracţia acido-solubilă a celulei 
se datorează degradării nucleotidelor şi acizilor nucleici exogeni şi endogeni. 

Concentraţia ribonucleotidelor în celulă este de ordin millmolar, iar cea a 
deoxiribonucleotidelor de ordin micromolar. Concentraţia ATP în celulele 
tumorii Ehrlich este de 3.600 pmoll/106 celule, iar a dATP este de 4 pmoli/106 

celule. Nivelul deoxiribonucleotidelor prezintă fluctuaţii mari în timpul ciclului 
celular, în contrast cu cel al ribonucleotidelor - care este relativ constant. 

5 
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in celulele normale, concentraţiile totale ale nucleotidelor se găsesc ln 
Urnite fixe. deşi concentraţia componentelor Individuale variază. Astfel 
concentraţia adenln-nucleotidclor (AMP+ADP+ATP) este constantă, deşi 
raportul [ATPl/[AMP+ADP) depinde de starea energetică a celulei. 

♦ Baze modifi'!ate 

Aceste baze apar prin alterarea nucleului purtnlc sau plrirnidlnic după ce 
bazele standard au fost incorporate in structura acizilor nucleici. 

o 
li 

/ C'- / N._ 
·HC-N1 C "' ' I li CH 

c~ ,c, / 
/ ._. N„ N 

H,N H 

1-rnetilguanina 

NH, 
I .,,c,. 

N ,C-CH., 
I li . 

Ac .,.,cH 
O' ' N 

H 

5-metilcitozlna 

"' 

N2 -dimetilguanlna 

NH, 
I 

.,.c-..___ 
N C- CH,00 

'n I CH .,,c, / 
O N 

H 

5-hidroxlmetllcitoztna 

CH, CH, 
' N/ 

I 
N""'C;;'-c/N~ 
I n cH 

hc,.!,,,,c -..___ N / 

H 

N-dlmetlladenina 

Tennenul de bază minoră este frecvent utilizat pentru a Indica acele baze 
modificate care apar în cantităţi mici, telaUv la bazele standard. Baze 
modificate se găsesc în urina ca o masură" directa a turnover-ulul acizllor 
nucleici: 

Hlpoxantlna 

& N 

H 

HO 
H 

Xantina 

..,;:__"!,. OH 

HOV-J-
H 

Acidul uric 
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I 

f 

Nucleozide modificate 

o 
li H 
C- - N 
I' ' \ 

HNJ •C= O 
'c':;/ 

Hoî?:o~ 
H ~ H 

HO OH 

apar în structura tRNA. Astfel, 
pseudouridina are o legatură C
glicozidică în loc de N-glicozidică. Ea se 
formează numai după ce UMP a fost 
încorporat în RNA. Concentraţia de 
pseudoridina în urină este o măsură a 
turnover-ului tRNA. 

Ribotimidina este un component 
minor al tRNA. Acest derivat este 
fonnat prin metilarea uracilului la C-5 
cu S-adenozil metionina. 

♦ Proprietăţile nucleotidelor 

Bazele purinice şi pirimidinice, nucleozidele şi nucleotidele 
corespunzătoare pot fi uşor detectate datorită absorbţiei in UV. Bazele purinice 
şi derivaţii lor nucleozidici şi nucleotidici au o absorbţie mai puternică decât 
piiimidinele şi derivatli lor. În Tabelul 2 prezentăm coeficienţii de extincţie 
molară (o măsură a absorbţiei luminii la o lungime de undă specifică 
compusului) şi lungimea de undă cu absorbţie maximă. 

Se constată că lungimea de undă la care se înregistrează un maxim de 
absorbţie variază cu natura bazei azotate. dar în majoritatea cazurilor este în 
apropierea valorii de 260 nm. 

Spectrul de absorbţie în UV pentru fiecare nucleozid sau nucleotid 
depinde de pH. Absorbţiile puternice în UV şi diferenţele datorate structurii 
specifice a bazei au permis punerea la punct a unor metode sensibile pent.n.1 
dozarea acestor compuşi. De exemplu, dezaminarea nucleozidelor sau 
nucleotidelor citozinei la derivaţii uracilului produce o deplasare marcantă a 
)..max de Ia 271 nm Ia 262nm. 

Tabelul 2 Constantele spectrofotometrice ale nucleozidelor 
'- \ 

Nucleozid Coeficient de Lungimea de undă corespunză-

extincţie molară toare maximului de absorbţie 

X lff3 Ia pH 7 

Adenozina 15.4 259 

Guanozina 13.7 253 

Cltldina 8.9 271 

Uridina 10.0 262 

Tlmîdiiia 10:0 262 

'' 
1 
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Datorită coeficienţilor de extincţie molară mari al bazelor purinlce· şi 
plrlmldin!ce,se constată că, de exemplu. o soluţie de RNA sau DNA de 
concentraţie 1 mg/ml are o absorbţie la 260 nm de circa 20, în timp ce o 
proteină la aceeaşi concentraţie de 1 mg/ml are o absorbţie la 280 nm de 
aproximativ 1. În consecinţă acizii nucleici sunt uşor de detectat la concentraţii 
mici, în UV. 

În timp ce legătura N-glicozldică a nucleotidelor este stabilă în mediu 
alcalin, comportamentul acesteia la hidroliza acidă este diferit. Legatura N
glicozidică a purin-nucleotldelor este uşor hidrolizată în mediu acid diluat şi la 
temperaturi ridicate (60°C) producând baze purinlce libere, pentoza sau 
pentozofosfatJ. Pe de altă parte legătura N-gllcozldlca a uridln-, citidln- _şi 
timidlu-nucleozidelor /nucleotidelor este stabilă la acest tratament acid. In 
prezenţă de acid percloric 60% şi la 100°C are loc eliberarea pirimidinelor 
libere cu distrugerea completă a pentozei. Legătura N-glicozldlcă a pirimidin 
nucleotidelor cu dihidrouracil este labilă la tratament acid moderat. 

Datorita grupăiii fosfat înalt polare. purin- şi plrlmidln-nucleotidele sunt 
considerabil mai solubile în soluţii apoase decât nucleozldele şi bazele libere. În 
general, nucleozidele sunt mai solubile decât bazele libere. 

Bazele purinlce şi piiimidinice. derivaţii lor nucleozldicl şi nucleotldicl pot 
fi separaţi prin diferite tehnici: cromatografie pe hârtie, cromatografie în strat 
subţire (plăci de celuloză), electroforeză sau cromatografie pe răşini 

schimbătoare de Ioni. Cele mal bune separări se realizează prin HPLC ( high 
pressure liquld chromatography). Sunt accesibile echipamente comerciale care 
constau dintr-c pompă sau pompe, un sistem de injectare, o coloană, un 
detector UV şi un înregistrator. Utilizând acest echipament, pot fi separate 
cantităţi mici, de ordinul nanomolilor, în perioade scurte de timp (până în 30 
minute). Dezvoltarea acestei tehnici. pe coloane umplute cu schimbători de ioni 
sau prin cromatografie în faza Inversă, a permis dozarea nucleozldelor şi 
nucleotidelor într-o varietate de condiţii celulare. 

♦ Bioslnteza purin nucleotidelor 

Purln nucleotidele sunt sintetizate, de no~o. printr-o cale metabolică 
Implicând 10 etape ce conduce la un metabolit pogat în energie fosforlbozil 
plrofosfatul (PRPP), apoi la inozin monofosfat (IMP), precursorµ.l AMP şi 
GMP. :,; 

Experienţele de marcare lzotoplcă au relevaţ ,sursefe atomilor 'nucleului 
purinic, din calea de novo : 

N-3 şi N-9 provin de la N amidlc al glutaminei : · 

C-4, C-5 şi N- 7 provin de la glicină : 

C-2 şi C-8 se fonnează de la derivaţi ai tetrahldroÎolatulul: · 

C-6 provine de la C02 iar N- - de la aspartat. . .. . . 

" '' 

Deşi etapele Individuale Implicate în această qa{e sunt ac;ejeaşi pentru 
toate organismele, structurile enzimelor ce catali;z~ază acesţ~ : etape la 
procariote diferă marcant de cele de la eucariote. În :timp ce la '.Iţtajorltatea 
procariotelor, cele 10-11 reacţii ce conduc la sinteza de novo a "IMP sunt 
catalizate de 10 enzime separate, neasociate, la multe eucariote, şapte; din cele 
10-11 reactil sunt catalizate de proteine multifuncţionale, în care două -sau mal 

'f ' 
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multe activităţi catalitice apar în domenii diferite ale unei singure catene 
polipeptidice. În continuare prezentăm cele 11 etape din calea de novo în 
biosinteza inozin 5'-monofosfatului: 

1) Sinteza 5-fosforlbozil pirofosfatului (PRPP): 

Ribozo-5-fosfat 

Mg2+ 

+ATP-----

este catalizată de ribozo fosfat pirofosfokinaza. 

2) Formarea legăturii N-glicozidice 

GLN 

~ 

PRPP 

GLU 

.2, 

5-fosforibozil pirofosfat 

5-fosforibozil 1-amlna 

catalizată de PRPP tr111Dsferaza. În această reacţie are loc inversarea 
configuraţiei la C-1 ribozei de la a la p . Plrofosfatul anorganic este hidrolizat de 
pirofosfataza, conferind procesului un caracter ireversibil. Această etapă 
controlează viteza întregului proces. Amidotransferaza este inhibată de 
azaserlna (un antibiotic izolat din specii de Streptomyces) şi de 6-diazo-5-
oxonorleucina (DON). Aceşti inhibitori sunt utilizaţi atât în cercetarea 
biochimică, cât şi in chemoterapie. 

3) Adăugarea glicinei ( C-4, C-5 si N-7 din nucleul purlnlc) 

GLY 
5-P-ribozllamina \,_ 

ATP ADP+P 
\.. ,L )I 

- ' ,(NH, 

o- ~NH 

-o-t-o o 

HOH ; c 
5 '-fosforibozil glicinamida 
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catalizată de fosforibozil gllcinamid sintetaza. 

4) Introducerea grupării formil via THFA 

5-fosforibozll gll'!lnamida 

N 5 , 1° metilen 

TI-IFA 

TI-IFA 

· 5'-fosforibozll N-formtl gllclnamida 

catalizată de fosforlbozil gllciamid fonnil transferaza. 

N 5
, 
10 metilen 

tetrafollc acid 

(THFA) 

H.NYN ~lH: : 
N:;x. N . 

I ~CH,. o H coo-
OH / I I I 

/C-N o C-N-C-H 
H I 

CH, 
I r coo-

5) Inserarea N de la glutamina ( N-3 a nucleului purlnic) 

5-fosforibozil 

N-formil gliclnamida 

GLN GLU > -< ,. 
ATP ADP+P 

H 
N . 

·.. (' 'cHo 

o- ~HN)-___NH 

•-0-i-O 
. H H 

5 fosforibozll N-formtlgllclnamidlna 

catalizată de 5-fosforlbozil N-formll glicinamiclln sintetaza 
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6) închiderea ciclului cu formarea nucleului imidazol 

5-fosfortbozll 

N-fonnll Gllc1nam1d1na ?"" ~ > 

ATP ADP+P 

5'-fosfortbozil 5-amlno imldazol 

catalizată de 5'fosforibozil 5-amino imidazol sintetaza. 

7) Inserarea C02 (C-6 a nucleului purinic) 

5'-fosfortbozll 

5-amlno imidazol 

HOOCX> 

o- H~N N 

I o 
-o-P-0 

n . 
. o 

QHOH 

5'-fosfortbozll 5-amlnoimidazol 4-carboxilat 

catalizată de 5'-fosforibozll 5-amino imidazol carboxilaza. 

8) Inserarea grupării antino a acidului aspartic (N-1 din nucleul purinic) 

5'-fosfor;l.bozll ASP 

5-amlno imidazol---~--"'\----+) 

4- carboxilat ATP ADP + P 
6):) 
o--d -o-Lo o 
li 
o 

OHOH 

5'fosfortbozll 5-am1noim1dazol-4-N-succ1n carboxam1da 

catalizată de o sintetază. 
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9) Scindarea legăturii N-C din aspartat 

5'-fosforibozll 

5-aminolmldazol 
~ 

.. 
4-N-succln carboxamida fumarat 

5'-fosforlbozll 5-amtnolmtdazol-4-carboxamlda 

catalizată de adeniloaucclnot Haza. 

10) Introducerea formiatului via THFA (C-2 a nucleului purlnic): 

5'-fosforlbozll N10fonntl TI-IFA 

5-amlnolmldazol --..J!-------11 
4-carboxamlda IBFA 

5'fosforibozll 5-fonnamidolmldazol 4-carboxamlda 

catalizată de o fonnil transferazi. 

structura 10-fonnll TI-IFA 

H H 
H,N N N:tH Y I H o H ·coo· 

:;:N CH,-N~o C- N-C- H 
N ' I I I 

OH · H I~ I 
C CH, 

/ ' I H O CH 
I • 
coo-

11) Închiderea ciclului cu formarea IMP 

5'-fosforlbozll 5-

fom1amidolmldazol 

4-carboxamida 

IMP 
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catalizată de IMP clclohidrolaza. 

IMP este transformat la AMP sl GMP prin transformările prezentate in 
Figural. 

GMP poate fi transformat la GDP prin acţiunea nucleozid monofosfat 
kinazei şi a ATP : 

GMP + ATP -====--+ GDP + ADP 

Enzima nucleozid-difosfat kinaza catalizează formarea GTP din GDP şi 
ATP: . 

GDP +ATP GTP +ADP 

Transformări similare pot suferi toţi nucleozfd monofosfaţii şi nucleozld 
dlfosfaţii. 

NAD" GTP 
IM · 1-

INOZIN 5'-MONOFOSFAT . (l 

dehidrogen GDP + P, 

·aspartat 

'deni losuccir. 
sintetaza 

O N 

HN ) 

oj__N N 

r __ o_l 
-0-1-0 ~ 

OHOH 

+ H" 

:XantozintS' -monofosfat 
ATP 

glutamina 

dMP-sintetaza 
glutamat ' AMP+ PP, 

:i...3x> 
~~ _N ,O, i 

-o-t--0 ~ 
OHOH 

Guanozin-5'-monofosfat 
(GMP) 

(XMP) 

HOOCCHCH,COOH 
I 

~N) 

o- ~-J 
-o-!--0 ~ 

OHOH 

I 

~ 
5:> 

o- ~-J 
·o-t--0 ~ 

OHOH 

Adenozin 5'-m~~of~sfat 
(AMP) 

Figura 1. Fom1area AMP şi Gl¼P din IMP 
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în secvenţa de reacţii care conduc la sinteza IMP, la multe eucariote, 
există o singură proteină multifuncţională numită 5'fosforlbozll amino 
im.idazol sintaza, care catalizează activităţile enzimatice ale etapelor 3,4 şi 5. 
Există alte doua proteine multifuncţionale: 5'-fosforibozil-aminolmidazol 
succinocarboxamid sintaza, care catalizează etapele 7 şi 8, şi IMP slntaza 
care catalizează etapde 10 şi 11. Beneficiul acestor proteine multifuncţionale 
este o sinteza coordonată, mal rapidă a purin nucleotidelor. 

Se remarcă faptul că transformarea IMP în GMP necesită ATP ca sursă de 
energie. in timp ce transformarea IMP - AMP necesită GTP. Când celula are 
concentraţii mart de ATP, IMP este transformat în GMP şi Invers când exista 
suficient GTP în celulă - IMP se transformă în AMP. 

PRPP amidotransferaza este o enzima regulatoare care limitează viteza 
întregului proces, efectorii fiind IMP, GMP şi AMP. Enzima din placenta omului 
există in doua forme, cea cu masa moleculară mal mică fiind activă enzimatic. 

forma activă 

(133 KD) 

CD 
fonna inactivă 

( 270 KD) 

Enzima din placentă are cel puţin doua situsuri de legare a efectorilor. 
Un sltus leagă specific oxipuiin nucleotidele ( IMP şi GMP), în timp ce celălalt 
leagă aminopurin nucleotidele (AMP). 

lglutaminăJ [PRPPJ 

Figura 2. Activitatea PRPP-amidotransferazei în funcţie de 
concentraţille de glutamină şi PRPP 

Legarea simultană a unui oxipurin nucleotid şi a unui 
amlnopurinnucleotid are ca rezultat o inhibiţie sinergică a enzimei. 

PRPP amidotransferaza prezintă o cinetică hiperbolică faţă de glutamină 
şi sigmoidală faţă de PRPP ( Figura 2) . Prezenţa nucleotidelor deplasează 
funcţia sigmoldală a lui v / [PRPP). 

Concentraţiile Intracelulare ale glutaminei sunt aproximativ egale cu KM 
enzimei pentru glutamină. Pe de altă parte, concentraţia PRPP în celulă 

fluctuează, putând fi de 10+100 ori mal mică decât KM enzimei pentru PRPP. in 
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consecinţă. concentraţiile PRPP în celulă Joacă un rol important în controlarea 
sintezei de novo a purtn nucleotidelor. 

Figura 3. Reglarea sintezei purtn nucleotidelor 

Este cunoscută reglarea la punctul de ramlflcaţie IMP-GMP şt IMP-AMP. 
Cele două enzJme implicate : _ ,IMP dehldrogenaza şi adenllosuccinat 
sintetaza au valori similare KM penau IMP. AMP este un inhlbltor competitiv 
cu IMP al adeilllosuccinat sintetazel. . în timp ce GMP este un inhibitor 
competitiv al l'.MP dehldrogenazei: G1P serveşte ca sursă de energie penau 
reacţia adenilosuccinat sintetazel, in timp ce AMP este un inhibitor 
competitiv al acestei etape . A1P serveşte c;i sursă de energie penau 
transformarea XMP în GMP. în tlmp ce GMP acţionează ca un Inhibitor al 
formării XMP. 

. . 

♦ Căi de salvare a bazelor purlnlce 

Eficienţa metabolismului în condlţ11 normale este exprimată şi prin 
existenţa unor căi de salvare a bazelor purlnice. provenJte din surse exogene 
sau din catabolismul acizilor nucleici, care permit realizarea unor apreciabile 
economii de A1P. Reacţiile : 

Guanina+ PRPP---- GMP + PP 

Hipoxantlna + PRPP --- IMP + PP 

sunt catalizate de aceeaşi enzima hipo:z:antin-guanin fosforibozil 
transferaza care necesita Mg2+ şi este reglată de prezenţa IMP sau GMP. 
inhibitori competitivi al PRPP. 

Adenln fosforibozil transferaza catalizează reacţia : 

Adenlna + PRPP ----AMP + PP 
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care necesită Mg2+, AMP fiind un Inhibitor al transfonnărU. 

Aceste reactU nu numai că realizează o mare economie de energie. dar 
permit şi unor celule ca eritrocitele să-şi sintetizeze nucleotidele din bazele 
purlnice. Eritrocitele neavând PRPP amidotransferaza nu pot realiza sinteza 
de novo a purtn nucleotidelor, calea de salvare a bazelor lor fiind singura 
posibilitate de refacere a acestor nucleotide. 

În sindromul LESCH-NYHAN; datorită lipsei hlpoxantin-guanin 
fosforibozil transferazei, la paclentf se observă stări de hlperurtcernle, 
retardare mentală (în cadrul metabolismului purinele sunt catabollzate la acid 
uric) . Pacientfl mor datorită Insuficientei renale rezultate din depozitarea 
masivă a uratului de sodiu ( produsul degradării purln nucleotidelor). 

♦ Interconversia purln nucleotidelor 

Există o serie de transformări enzimatice care permit echilibrarea 
concentraţiei adenln şi guanin nucleotidelor. Aceste purln nucleotide pot fi 
redistribuite conform necesităţilor celulare prin transformarea GMP în AMP şi 
înapoi la IMP. Aceste reactll pot fi realizate prin enzime separate, fiecare filnd 
sub un control diferit. 

NADP~~IMP~ Ntt, . 
. · XMP 

GMP-reductaza-- \ 9/ J Adenilos~ccinat AMP-dezaminaza 
NADPH--- t"Z_ l 

+ W : GMP AMP e ~ . 

\ l 1 rri 
\ GDP,____ ADP / // .. l ---- 1 . .. ,. 

•,GTP , ______ ~-::~~:-::---- •• ~:!:{:;/ 

Figura 4. Interconversia purln nucleotidelor 

Dezamlnarea reductivă a GMP la IMP, catalizată de GMP reductaza, este 
activată de G1P şi este inhibată de XMP. 

XMP este un Inhibitor competitiv al GMP reductazei umane, având un 
Ki=0,2 µM. Datorită acestei Ki scăzute, concentratfa XMP din celulă poate 
Influenta transformarea GMP-IMP. Pe de altă parte, G1P este un activator al 
GMP reductazei provocând scăderea KM enzimei faţă de GMP şl creşterea V max• · 

Activitatea AMP dezaminazel ( 5'-AMP arnldohldrolaza) care catalizează 
specific dezarnlnar~a AMP la IMP, este activată de K+ şi A1P şi este inhibată de 
P1• GDP - şi G1P. In absenta Ionilor de K+, curba V/[AMPI este sigmoldală. 
Prezenta Ionilor de K+ nu este necesară pentru activitatea maximă, ci mal 
degrabă acţionează ca un efector pozitiv pentru a reduce KM pentru AMP. 
• . , t ' \j • I '. ' . ' : • I I I. 
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♦ Sinteza de novo a pirlmidin nucleotidelor 

Nucleul plrlmldlnlc este sintetizat de novo în celulele mamiferelor utilizând 
aminoacizi ca surse de C şi N ş! CO2 ca surse de atoni.I de carbon: 

N-1. C-4. C-5 şi C-6 provin de la aspartat 

C-2 de la CO2 

N-3 de la N amidic al glutaminei 

În continuare vom prezenta etapele sintezei pirlmidJn nucleotidelor în 
celulele mamiferelor : 

1) Fom1area carbamoil fosfatulul (C-2 st N-3 a nucleului pirimidinic) 

Gl...N + CO2 + 2 .ATP '\ '\ '\ ) 

2ADP Pi GLU 

carbamoil fosfat 

/NH2 

.,,-:::::-c, 
o-:?"' 'opo32

• 

este catallzată de carbamoil fosfat sintetaza II ( dJstlnctă de enzima I din 
mitocondrie, implicată în cleiul uree!). 

2) Inserarea aspartatulul (N-1, C-4, C-5 ai C-6 a nucleului primidinlc) 

coo- ·ooc 
I ' 

Carbamoil fosfat + CH2 ~ • H2N CH2 
[ + I I 
CH-NH3 Pi C'-. /CH 
600- Or,? NH "-.. COO-

Aspartat N-carbamoU aspartat 

este catalizată de aspartat carbamoil transferaza. Enzima mamiferelor 
nu este reglată alosterlc. 

3) Închiderea ciclului pentru formarea nucleului pirlmldinic 

o 

N-carbamoU aspartat 

este catalizată de dihidroorotază. 

li 
/"---.. 

HN I 
o)"-NHAr,oo-

Dihidroorotat 

--
> T n c :-._ 
11 At~ '1 ) 
;, \l AR,\ I 
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4) Oxidarea d.ihidroorotatului 

o 

NAD+ NADH H+ 
Dlhldroorotat-\., ___ J_ .. , 

li 
HN/~ 

I . 
o~"""-NH COff 

Orotat 

este catalizată de o flavln enzimă - 4ih1droorotat dehidrogenaza. 

5) Adăugarea ribozo 5 -fosfatlJlui ( formarea legăturii N-ribozid.ice) 

Orotat + PRPP -----~-~, 

plrofosfat HN~O 

' J__ 

-o-f-ox} 00 

OHOH 

Orotldln 5'-monofosfat (OMP) 

este (!atalizată de orotat fosforibozll transferaza. 

6) Decarboxllarea OMP 

OMP ••:) c/'N 
• o- ~ ~O- I -o-t-o ~ 

OHOH 

Urldln 5'-monofosfat (UMP) 

este catalizată de OMP decarboxilaza. Absenţa wiela sau a ultimelor 
doua enzime conduce la orotlc acldurte (maladie ereditara, caracterl.?:ttă prtn 
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creştere întârziată, anemie severă şi nivele mari de acid orotlc excretate în 
urină). 

Prin aceste reacţii, este sintetizat UMP. Formarea citldin nucleotidelor are 
loc numai de la UTP. printr-o reacţie catalizată de CTP sintetaza. Enzima nu 
are o necesitate absolută pentru GTP, dar concentraţii mici de 0,2 mM 
stimulează activitatea sintetazei de 5-10 ori. 

-5 0A_N 
ATP AOP • P, o- o- o- -d ?> <( • -o-ri-o-ri-o-~-o 0 

o o o 
GUl GLU 

OHOH 

Uridin 5'-trifosfat (UTP) Citidin 5'-trifosfat (CTP) 

Calea sintezei de novo a nucleotidelor se caracterizează prin doua 
aspecte: 

1) În sinteza purin nucleotidelor se formează mai întâi legatura N
gllcozidică şi apoi nucleul bazei azotate pe când în sinteza pirimidin 
nucleotidelor se sintetizează mai întâi nucleul şi apoi se adaugă şi restul 
pentozo-fosfat; · 

2) toate enzimele din sinteza purin nucleotidelor se găsesc in citosol. în 
timp ce în al doilea caz - dihidroorotat dehidrogenaza se găseşte în 
mitocondrie. Celelalte enzime sunt citosolice şi se găsesc asamblate în 
complexe. Carbamoil fosfat sintetaza II, aspartat transcarbamoilaza şi 
dihidroorotaza formează complexul 1, in timp ce orotat fosforiboziltransferaza şi 
OMP-decarboxilaza constituie complexul II. Ca rezultat al canalizării 

intermediarilor intre aceste complexe, niciunul din metaboliţi nu se găseşte in 
mod normal în fracţiile acido-solubile separate din celule. 

♦ Reglarea sintezei pirimidin nucleotidelor 

În cazul secvenţelor metabolice lineare, de regulă, produsul final lnhibă 
activitatea primei enzime implicată în calea anabolică respectivă - atunci când 
se acumulează în cantităţi mai mari decât necesităţile fiziologice. În. cazul 
procariotelor, CTP inhibă activitatea aspartat carbamoll transferazei. Când 
concentraţia CTP (sau a UTP) în celulă este mare, formarea N-carbamoll 
aspartatulul este inhibată. 
,- j 

Spre deosebire de celulele bacteriene, reglarea sintezei la mamifere nu este 
asigtirată de aspartat carbamoil transferaza. 
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Reglarea sintezei in celulele mamiferelor are loc la nivelul carbamoU fosfat 
sintetazei 11, care este inhibat'\ de UTP. 

Următorul situs de reglare al sintezei plrimidin nucleotidelor este la 
nivelul OMP-decarboxllazel. UMP şi într-un grad mai mic, CMP sunt inhibitori 
ai OMP-decarboxllazei, dar nu şi ai orotat fosforibozU transferazel. Cu toate 
acestea, deoarece aceste doua enzime sunt componente ale complexului II, 
orotat fosforibozU transferaza nu poate continua să funcţ10.1eze, neavând loc 
transferul produsului. În situaţia in care OMP-decarboxllaza · este inhibată, 
orotatul şi nu OMP se acumulează. · 

În orotic acldurie, sunt produse cantităţi excesive de acid orotic datorită 
deflclenţ;-lor in orotat fosforibozU transferaza sau/şi OMP decarboxllaza. 

Alt situs de reglare este la nivelul CIP sintetazel. Această enzimă prezinta 
o curbă hiperbolică viteză / (UTP). în prezenţa CIP curba devine sigmotdală. În 
acest fel activitatea CfP sintetazel este represată, prevenind transformarea UTP 
in CIP. . 

♦ Căi de salvare a pirimidinelor 

Plrimidinele pot fi salvate prin reacţia : 

Pirimidina + PRPP ----- Pirimidin nucleozld monofosfat + PP 
catalizată de pirimidin fosforibozil transferaza. Enzima a fost purtflcată 

din eritrocitele omului şi s-a dovedit a utiliza ca substrate orotatul, uracilul şi 
timina, dar nu şi citozina. Ficatul normal, in prezenta uracilului il va degrada 
rapid, in timp ce ficatul in curs de regenerare va transforma uracilul in UMP. 
Acesta este rezultatul accesibilităţii PRPP, a enzimelor şi in gener~ a stării 
metabolice a animalului. 

♦ Sinteza deoxiribonucleotidelor 

Concentraţiile de deoxtrlbonucleotide sunt extrem de scăzute 1n celula in 
repaus. În faza S, a replicării DNA, concentraţia lor creşte pentru a suporta 
sinteza DNA 

Deoxlrlbonucleotidele sunt formate prin reducerea directă la poztţla 2' a 
ribonucleotidelor corespunzătoare. Reacţla este reglată, dar nu alosterlc, el de 
modificările concentraţiei enzimei ce catalizează formarea 
deoxtrlbonucleotldelor: 

· ~aa o- o- }la a o- o-
l I I I o -o-•-0-,-00 =.-.•· -o-;-0-1-
A A OHOH r:. \ o o o, 

NDP . dNDP . 
/SH /S 

tioredox~ tio~xi n',i 
NAOP , , NAOPH + W 

_ t,i.or_edpxin reductaza 
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Reducerea necesită un NTP spec!flc ca efector pozitiv al ribonucleotld 
reductazel. Reacţia este controlată şi de alţi NTP care servesc ca efectori 
negativ! ( Tabelul 3). 

Tabelul 3. Efectori ai ribonucleotld reductazei 

Substrat Efector pozitiv Efector nei:!atv 

CDP ATP dATP,clGTP,dTIP 

UDP ATP dATP, dGTP 

ADP dGTP dATP,ATP 

GDP dTIP dATP 

Ribonucleotid reductaza mamiferelor constă din două subunităţi identice, 
fără activitate enzimatică. Una dintre subunităţi are situsul de legare al 
efectorului, cealaltă - conţine numai Fe neheminic. Pentru sistemul de la 
mamifere nu se ştie dacă există o singură enzimă pentru cele patru substrate 
sau dacă sunt enzime separate pentru fiecare substrat. dATP este un inhibitor 
puternic pentru toţi NDP, aceasta explicând toxicitatea deoxiadenozinei pentru 
multe celule ale mamiferelor. 

Ttoredoxina este o proteină mică de 12 KD, care este oxidată în timpul 
reducerii grupării 2'-0H a ribozei. Pentru a completa ciclul catalitic, tioredoxina 
redusă este regenerată de o flav!n enzima, tioredoxin reductaza, în prezenţa de 
NADPH. 

♦ Sinteza deoxitimidilat nucleotidului 

Deoxitimidilatul se formează în urma unei reacţii unice. Timidilat sintaza 
catalizează transferul şi reducerea unei grupări metilen la o grupare metil : 

HN~ 

c/'NJ. 
o-ţ) -o-Lo o 
li o 

OH 

o 

_N_5_. i_o_m_eu_\...~en_TH_F_A __ ,'--F-A-• J-7°~ 
o- -~o.I -0-1-0 ~ 

OH 

Deoxiuridin 5'- monofosfat Timidin 5'-monofosfat 

dUMP ia naştere din două căi diferite : I) dezaminarea directă a dCMP la 
dUMP, în. pr.ezenţa unei dezaminaze şi 2) reducerea UDP la dUDP, urmată de 
hidroliza la dUMP ; prima cale predomânand cantitativ în celulele mamiferelor. 
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♦ Intertransformările pirimidin nudeotidelor 

Deoarece necesitatea deoxiribonucleotldelor este critică pentru sinteza 
DNA. există o serie de posibilităţi de intertransfonnare a lor (Figura 5 ). 

Enzimele care catalizează aceste intertransfonnărt sunt sub un control 
riguros. Controlul formării dCDP şi dUDP, sub acţiunea catalitică a 
ribonucleotid reductazei, a fost deja discutat. 

dCMP dezaminaza este activată de dCTP şi inhibată de dTrP. Inhibiţia 
prin dTfP poate fi depăşită prin creşterea concentraţiilor de dCIP. dCMP 
dezaminaza prezintă o funcţie viteza/[dCMPI sigmoidală. Prezenta dCTP 
modifică curba care devine hiperbolică. 

dTrP este de asemenea un inhibitor al timidin kinazel. De fapt, dTfP este 
un efector negativ al multor transformări, ceea ce explică şi toxicitatea 
concentraţiilor mari de timldină fată de celulele mamiferelor. 

Citldina CMP -----. CDP 

1 
Uridina 

! 
UMP 

1 
UDP 

!e'F, 
dCDP ', 

dCTP~d~' '\.. 1 I ' 

" dCMP 0 de~xicltldina 
.-©/ ® '! 

,,. - ➔87 ~ / 
dUDP ---. dUMP ------c'---deoxiuridina 

~ I I / / 
, I + ..--"r.: Timidina / 
', f dTMP 8 / 
'' \ ! / // -// 

, \ dIDP / / .,, .,, 
-... ' I ✓ / , 

...... ', . / / / 

...... ~~.:::'.'- -
Figura 5. Intertransformările pirimldin nucleotidelor 
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3. STRUCTURA ŞI PROPRIETĂŢILE FIZICO
CHIMICE ALE DNA 

În structura DNA. există resturi de deoxladenoztnă. deoxlguanoztnă. 
deoxlcitldi.'1ă şl deoxltlmidlnă. legate prin legături 3',5'-fosfodiesterlce. 

O catenă DNA are o polaritate. având exiremităţl 5 ' şl 3' libere. Plin 
convenţie. un tetranucleotld desemnat prin simbolul ACGT (Figura 6) prezintă 

ta capătul 5' un rest de deoxladenoztnă. Iar la 3'-de tlmidlnă. Deci secvenţa de 
baze este scrisă în direcţia 5'-3'. Secvenţele ACGT şl TGCA reprezintă două 
tetranucleotide diferite. lzomere. 

I~ ~) Ad~nina 
. '¾N.JlN 

extremi~nte 5 I 5 • 

HO-CH, O NH, 

\ H ~ ~ - I~ . . . 
3 2· ~J Citozina 

0-1-0:~H, ~ . OO" """,~ ' "\ '~ .. t / Guanina 3 HNAN N 

. î .HS~' 

1 

-o-P-0-CH, O O 

ll ~CH, O H H HN . 

. H \ H ~ I imina 

Î H 5~o N 
-o-U-o-CH, O 

O H H 
H I H 

3 

OH H 

extremitate 3 • 
Figura 6 . Structura tetranucleotldulul 5'-ACGT-3' 

♦ Dovezi că DNA este materialul genetic 

Bacteria pneumococcus prezintă în mod nom1al o capsulă pollzahartdlcă 
lipicioasă şl strălucitoare. esenţială pentru patogenicitatea el (provoacă 
pneumonia). Mutantu Upslţl de acest inveltş poltzahartdtc ( le ltpseste o enzimă 
lmpltcată în biosinteza) nu sunt patogeni. Se Indică bacteria normală prin litera 
majusculă S deoarece formează colonu netede (smooth) pe plăci Petrl şl 

bacteria mutantă fără capsulă - R datorită colonlllor cu aspect rugos ( rough) . 
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în 1929, GRIFFITH a observat că un mutant nepatogen R poate fl 
transformat în fomrn S . El a injectat la şoareci un amestec de pneumococi \1J R 
şi pneumococi S omorăţl tem1ic, amestec care s-a dovedit letal. Sângele 
şoarecilor morţi conţine pneumococi ,11. Prin urmare pneumococii S omorâţi 
termic s-au transformat în pneumococi S vil. 

Această modificare a fost pem1anentă: pneumococu transformaţi 
producând progenituri patogene ale formei S. 

S-a demonstrat că transformarea R ➔ S are loc şi in vitro. Unele celule 
ale formei R. dintr-o cultură în creştere, au fost transformate in forma S prin 
adăugarea unui extract celular din pneumococu S omorâţi termic. 

În 1944, AVERY, MAC LEOD şi MC CARTY au fracţionat extractul 
acelular din pneum ococii S omorâţi termic şi au purificat principiul actlv al 
transformării, care s -a dovedit a fi DNA. Această descoperire a condus la 
atribuirea DNA - proprietatea de specificitate genetică. Până In 1944, 
proteinele cromozomiale erau considerate ca purtătoare a informaţiei genetice, 
DNA atribuindu-se un rol secundar. 

Următoarea dovadă în sprijinul rolului genetic al DNA a fost obţinută din 
studiul unui virus ce infecteaza E .coll: bacteriofagul T2 care constă dintr-un 
miez de DNA. înconjurat de un înveliş proteic. în 1951, HERRIOTT a sugerat 
că ,1rusul acţionează ca un mic ac hipodermic, umplut cu principiul 
transformării: virusul nu intră în celulă. prin coada lui contactează celula 
gazdă, produce enzimatic un oril1clu prin membrana externă şi DNA viral intră 
prin acesta în celula gazdă. 

În 1952, HERSHEY şi CHASE au marcat DNA fagului cu~ şi proteina 
învelişului cu S35

• Cultura de E.cotl a fost infectată cu fagul marcat, care 
devine ataşat la bacterie o scurtă perioada de timp. Suspensia este . macerată 
într-un waring blendor la 10.000 rpm când se rup conexiunile fag-bacterie. 
După centrifugare, sedimentul conţine bacteriile Infectate. Analiza P32 şi S35 

arată că: 

- majolitatea DNA fagului este găsită In bactelie ; 

- majolitatea proteinelor fagului rămân in supematant. 

Deci proteina cu S35 rămâne în restuiile fagului, avănd un rol protector şt 
fiind responsabilă pentru absorbţia pe bacterie şi injectarea DNA în celula 
gazdă. DNA marcat cu P32 are rolul genetic, fiind implicat in creşterea 
Intracelulară a fagului. 

Studii ulterioare au arătat că, la o specie dată, conţinutul fn DNA este 
acelaşi în toate celulele care au un set diploid de cromozomi şi este redus 
la jumătate în celulele haploide. 

♦ Modelul WATSON-CRICK - B DNA 

În 1953, WATSON şi CRICK au dedus structura tridimensională a DNA şi 
au Intuit m ecanismul replicării ,lui. WATSON şi CRICK au ana lizat fotografiile 
difracţiei razelor X prin fibre de DNA, realizate de Rosallnd FRANKLIN şi 
WILKINS şi au propus un model structural care, în timp, s-a dovedit corect în 
principalele lui caracteristici. Acestea sunt : 
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1) Două catene polinucleotidice helicoidale sunt răsucite 1n Jurul 
unei axe comune, în direcţii opuse. 

2) Bazele purlnice şi plrlmldlnice sunt orientate spre interiorul 
hellxului în timp ce resturile fosfat şi de deoxiriboza se află la 
exterior. Planurile bazelor sunt perpendiculare pe axa helicală. 
Planurile deoxiribozei sunt aproape la unghi drept faţă de cel al 
bazelor. 

3) Diametrul hellxului este de 20A. Bazele vecine sunt separate 
printr-o distanţă de 3,4 A, proiecţie pe axa hellcală şi rotite cu 36°. 
Deci structura hellcală se repetă după 10 resturi ale fiecare! catene, 
deci la intervale de 34A. 

4) Cele doua catene sunt menţinute împreună prin puntI de 
hidrogen intre perechile de baze A=T şi GeC. 

5) Secvenw de baze de-a lungul unei catene polinucleotidice poartă 
Informaţia genetică. 

în Figura 7 prezentăm conformatia Ipotetică a unei singure catene 
polinucleotidice. 

Figura 7. Conformaţia unei catene 
polinucleotidice perfect helicoidală. 
Banda helicoidală reprezintă scheletul 
legăturilor 3'. 5' -fosfodiesterlce. 
Dreptunghiurile . paralele dispuse 
perpendicular pe axa structurii 
reprezintă bazele azotate. 

Cel mai important aspect al dublu 
hellxulul DNA este specltlcltatca imperechierli bazelor. WATSON si CRICK au 
dedus formarea perechilor A-T şi G-C pe baza analizei unor factori sterlcl şi a 
probabllltăţii formării punţilor de hidrogen. Natura regulată a structurll 
hellxulul Impune o serie de restricţii sterice . Legăturile gllcozldice ce sunt 
ataşate la o pereche de baze se găsesc la circa 10,85A distanţă. O pereche de 
baze purină-plrlmldlnă se potriveşte perfect în acest spaţiu. in contrast, o 
pereche de baze purină-purină ar conduce la o distantă mai mare, far o 
pereche plrimldlnă-plrimldlnâ - la o distanţă mult mai mica. Modul de 
imperechlere purină-pirimldlnă este în ac01·d şi cu posibilităţile de stabilire a 
puntflo~ ~e hidrogen : ' 
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Figura 8. Perechi de 
baze WATSON-CRICK 

Adenina 

Guanina 

de la 

Orientările şi distanţele acestor punţi de hidrogen Intre perechile A·T şi G
C sunt optime pentru realizarea unei atracţii optime intro baze. Exrunlnarea 
modelelor moleculare indică compatibilitatea structurală a aceator baze în 
formarea de punţi de hidrogen colineare. 

Acest mod de împerechlere a bazelor a fost susţinut şi de studiul 
compoziţiei în baze a DNA din diferite specii. În 1950, CHARGAFF a găsit că 
raporturlle A/T şi G/C sunt aproape egale cu l la toate specUle studiate. 
Interpretarea acestor echivalenţe nu a fost posibilă până când WATSON şi 
CRICK nu au propus acest model. · 

Această relaţie intre bazele unul duplex al DNA este numita 
complementaritate. 

O caracteristică Importantă a duplexului DNA este ca cele doua catene 
sunt antiparalele. Polinucleotidele sunt structun asimetrice cu Q polaritate 
intrinsecă. Cele doua catene polinucleotidice sunt aliniate în direcţii opuse: 
una are sensul 5'-3', iar cealaltă - sensul 3'-5'. Acest aranjament antiparalel 
produce o asociere stabilă intre catene . 

Dublul helix convenţional poate avea diferite geometrU: A. B, C, Z. Aceste 
forme au unele caracteristici comune: localizarea resturilor pentozo-fosfat spre 
exteriorul helixului, Ionizarea totală la pH neutru ce creaza un exterior al 
helixului încărcat negativ, împachetarea spre Interior a bazelor, formarea prin 
încolăcire a celor doua catene a unor fose: majoră şi minoră. 
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28.2Â 34Â 

forma A forma B 

Figura 9. Geometrlile A şi B ale DNA 

.În condlţll fiziologice şi în soluţie - DNA se află în forma B descrisă de 
WATSON şi CRICK 

♦ Stabilitatea duplexului DNA 

Duplexul DNA adoptă o conformaţie spaţiala, stabillzată de multiple 
Interacţii. Proprietăţile hidrofobe ale bazelor sunt, într-un mare grad, 
responsabile pentru adoptarea conformaţiilor helicale. Examinarea modelelor 
moleculare ale bazelor relevă că substituenţii polari ai bazelor azotate ( amino, 
hidroxil) pot interacţiona cu alte grupări polare din mediu sau cu moleculele de 
apa. Planurtle nucleelor sunt incapabile de z. participa la astfel de interacţii şi 
tind să evite contactul cu apa, interacţionând între ele şi formând o 
conformaţie stivuită. Stabilitatea acestui aranjament este reântarită de un 
interschimb între electronii ce ocupă orbitalii 1t localizaţi deasupra şi 
dedesubtul planului bazei. În mod clar, helicele monocatenare sunt stabilizate 
atât de interacţiile hidrofobe cât şi de cele de stivuire ce implică orbitalli l/1t 
ai bazelor. 

O contribuţie esenţială la stabilitatea duplexului DNA o are natura 
cooperativă a punţilor de hidrogen. Spre deosebire de interacţllle hidrofobe, 
punţile de hidrogen sunt direcţionate şi reprezintă un factor discriminator în 
alegerea corectă a partenerilor care le formează. 

Studii privind efectului diferiţilor reactivi asupra stabilitătll dublu 
helixulul DNA au sugerat că efectul destabilizant al unul reactiv nu este 
proporţional cu capacitatea acestuia de a scinda punţile de hidrogen. Mai 
degrabă, stabllitatea duplexului este detennJnată de solubilitatea bazelor 
libere în reactiv, stabilitatea scăzând cu creşterea solubilităţii ( Tabelul 4 ). 

Interacţiile ionice au · de asemenea un efect asupra stabilităţii ăi 

conformaţiei dublu-helixului. Într-o soluţie cu pH fiziologic, repulsiile 
electrostatice intre grupările fosfat încărcate negativ forţează catena să adopte 

27 

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



o conflguraţle relativ rigidă în formă de :ţ>aghetă. Aceste forţe repulsive conferă 
w1 anumit grad de rigiditate structurii. In condiţii flzlolog:ce, la pH neutru dar 
Ia conceutrnţil relativ mari de săruri, sarcinile resturilor fosfat SU?t parţial 
neutralizate de cationii prezent! şi structura devine un ghem flexibil. In condiţii 
extreme stivuirea bazelor dispare şi se distruge helixul ( stare random coii) . 

Tabelul 4. Efectul diferiţilor reactivi (în concentratli 1 m) asupra stabilltăţU 
dublu helixului DNA 

Reactiv Solubilitatea adenlnei Molaritatea care 

x10·3 produce 50 % 
denaturare 

Etil uree 22,5 0.60 

Propionamida 22,5 0.62 

Etanol 17,7 1.20 

Uree 17,7 1,00 

Metanol 15,9 3.50 

Fom1amida 15,4 1.90 

Dublu helixul este stabilizat de o energie de circa 1 kcal per pereche de 
baze. Deci o perturbaţie minora poate produce ruperea duplexului. Când 
câteva perechi de baze sunt separate, ele se unesc rapid, şi eliberează o 
cantitate de energie care produce despiralizarea unor perechi de baze 
adiacente. Dec! separările minore ale duplexului DNA pot fl propagate de-a 
lungul structurii. Modelul Zipper este caracterizat prin deplasarea unor regiuni 
deschise pe lungimea helb..-ului, Indicând natura dinamică a acestei structurt, 
esenţială pentru funcţia biologica a DNA 

ţ ! 
Figura 10. Modelul Zfpper al 

duplexului DNA 

Cele doua catene ale unui duplex DNA pot fl uşor separa.te prin încălzirea 
unei soluţii de DNA sau prin adăugare de acizi sau baze, pentru a Ioniza bazele 
azotate. De exemplu. prin creşterea progresivă a temperaturii se fonnează 
bucle deschise, în special la nivelul regiunilor bogate în perechi de baze A-T, a 
căror diametru creşte progresiv cu temperatura. 
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Figura 11. 

Structura duplexului DNA 
la temperaturi crescânde 

IA · T) 

IG · Cl 

IA · TI 

La temperaturi mari ( 70+80°) catenele se separă fizic şi adoptă o 
conformaţie random-coil . Acest proces, numit denaturare, este insoţlt de 
modificarea unor proprietăţi fizice: cresc densita tea de plutire şi absorbanţa 1n 
UV ( la 260 nm) şi scade vâscozitatea. 

Încălzirea lentă a unei soluţii de DNA este insoţită de o creştere gradată a 
absorbanţei deoa rece catenele se separă . Cu toate acestea, deoarece Interacţiile 
dintre cele doua catene sunt cooperative. tranziţia de la configuraţia dublu
catenară la cea de randorn-coil are loc într-un mic interval de temperatură, 
procesul amintind de topirea unul cristal. 

Figura 12. Dependenţa 

absorbanţei unei soluţii de 
DNA de temperatură 
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Temperatura de topire 
O'm) reprezintă temperatura 
la care 1/2 din structura duplexului este distn1să. În mod normal , absorbanţa 
la 260 nm a unei soluţii de DNA reprezintă mai puţin de 40% din valoarea la 
care ne-am fi aşteptat prin însumarea absorbanţelor tuturor bazelor 
componente (efect hipocromie), datorită stivuirii şi deci a mascării acestora. 
O structură random-coil prezintă o absorbanţa aproximativ egală cu suma 
absorbanţelor componentelor purinice şi pirimidinice. Creşterea absorbanţei, la 
denaturare, poarta numele de efect hipercromic. 

Temperatura de topire a unei molecule de DNA depinde marcant de 
compoziţia ei in baze. Moleculele de DNA, bogate în perechi de baze G-C au o 

; ,:rm mai mare decât acelea bogate in perechi de baze A-T. De fapt, 1)n DNA de 
, Ja multe specii variază linear cu conţinutul în perechi de baze G-C. crescând de 
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la 77° la 100° când conţinutul procentual în G-C creşte de la 20% la 78%. 
Perechile de baze G-C sunt mai stabile decât cele A-T deoarece sunt stabilizate 
prin trei punţi de hidrogen în loc de două. Deci regiunile bogate în A-Tale DNA 
se topesc primele. In vivo, dublu-hellxul DNA este topit sub acţiunea unor 
proteine specifice. 

[GC] - 35% 50% 66% 

Figura 13. Curbe de topire a DNA 

1111.4A(ff ~1.3 

j::: . . 
< 

66 75 86 

temperatura 

Răcirea rapidă a unei soluţii fierbinţi de DNA produce în mod normal 
DNA denaturat, caracterizat prin formarea unor punţi de hidrogen între baze 
complementare - fie între catenele separate, fle între diferitele regiuni ale unei 
singure catene. 

Gradul în care punţile de hidrogen se reformează intre perechile de baze 
orginale depinde de mulţi factori, printre care: omogenitatea DNA şi viteza de 
răcire. Răcirea lentă, în special în condiţii de tărie ionică moderată, furnizează 
condiţii optime pentru restaurarea structurii originale. Acest proces reversibil 
de renaturare se numeste anelare. Procesul are loc la tării Ionice moderate, 
deoarece în soluţii saline foarte diluate grupările fosfat încărcate negativ 
generează repulsii electrostatice care împiedică apropierea bazelor azotate. 
Renaturarea necesită o concentraţie minima de DNA. sub care renaturarea este 
neglijabilă. 

Catenele complementare a unei molecule de DNA complet denaturate 
aneleaza într-un proces constituit din doua etape. Prima etapa ce implică 
şansa întâlnirii secvenţelor complementare de pe cele doua catene diferite este 
o reacţie de ordinul 2. Constanta de viteză a acestei etape este o caracteristică 
a fiecămi DNA şi este invers proporţională cu numărul de perechi de baze 
(mărimea) din DNA A doua etapă este de ordinul l în care perechile de baze 
complementare stabilesc punţi de hidrogen. 

♦ ·Hibridizarea 

Auto-asocierea catenelor complementare a stat la baza tehnlcll de 
hibridizare. Acest proces poate avea loc nu numai intre catenele DNA dar şi 
intre catene DNA şi RNA apropiate ca structură primară. Prin această tehnică 
se determină cantitatea maxima a polinucleotidului ce poate fi hibridizata şi 
viteza de hibridizare. 

DNA de testat pentru hibridizare este mai întâi denaturat. Catenele 
singulare rezultate sunt Imobilizate prin legare pe un polimer convenabil, 
suportul rezultat fiind plasat pe o coloană cromatografică. DNA obţinut din 
precursori marcaţi, de exemplu cu tirnidină tritiată, este plasat pe coloana care 
conţine legat DNA nemarcat. Viteza cu care radioactivitatea este re;ţinută pe 
~oloan~ ~ste egală cu viteza de anelare intre catenele complementare. 
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Măsuratorl de acest tip au stabilit că DNA celulelor eucarlotlce conţin 
secvenţe nucleotldlce care se repetă de un număr de ori. Principul acestei 
determinări este simplu. Pentru un DNA de o mărime dată, v1teza anelarli 
depinde de frecvenţa cu care două secvenţe complementare suferă coliziunea. 
Deci, cu cât numărul de secvenţe repetitive dintr-un DNA dat este mai mare. 
cu atât creşte şansa unei coliziuni şi deci a procesului de anelare. Pe baza 
gradului în care anelarea are loc în unitatea de timp se calculeaza numărul de 
secvenţe repetitive din DNA. 

Determinarea cantităţii maxime de DNA ce poate fl hibridizată a fost 
utilizată în stabilirea omologiei DNA din diferite specii. Acest fapt este posibil 
deoarece secvenţele de baze ale DNA din fiecare organism sunt unice . Deci 
secvenţele helicoidale anelate prezintă omologii structurale chiar dacă catenele 
DNA Individuale provin din celule difelite. Omologiile observate servesc la 
stabilirea unor corelaţii evoluţionare. 

StudJile de hibridizare între DNA şi RNA au furnizat informaţii despre rolul 
biologic al DNA. în particular despre mecanismul transclipţiel. 

De asemenea, studiile de hibridizare au permis stabilirea mapei fizice a 
genelor. Aceasta tehnică depinde de vizualizarea directă la microscopul 
electronic a buclelor monocatenare din structuri de DNA dublu helicoidal. 
formate artificial. numite heteroduplexuri. Acestea sunt constituite prin 
hibric.izarea a doua catene DNA complementare. Una dintre aceste catene are o 
genă lipsă în urma unei mutaţii cunoscute. Catena complementară se va 
potrivi perfect pe lungimea primela cu excepţia regiunii unde lipseşte gena, la 
nivelul căreia se formează o buclă vizibilă. Poziţia buclei permite localizarea şi 
detemlinarea genei care lipseşte. 

+ Marimea DNA 

DNA variază ca dimensiuni de la câteva mii de -perechi de baze - în cazul 
DNA virusurilor mici, la câteva milioane - la DNA cromozomial bactelian şi la 
bilioane - la DNA cromozomial de la animale. Mărimea DNA poate fl exprimată 
plin numărul de perechi de baze, lungimea conturului catenei, greutatea sau 
masa moleculară. Aceste moduri de exprimare sunt interconvertibile, un DNA 
cu o masă de 1 milion Dare aproximativ 1500 perechi de baze şi o lungime de 
0,5mm. Deoarece DNA este o macromoleculă, greutatea DNA poate fl 
transformată în masă moleculară plin împărţirea cu greutatea moleculară 
medie a unei perechi de baze. 

Tabelul 5 arată că într-o celulă cantitatea de DNA creşte cu 
complexitatea funcţiei celulare. 

Moleculele DNA din multe bacterii şi virusuri au fost vi.:ualizate direct prin 
microscopie electronica. toate speciile studiate având o lungime şi o asimetrie 
remarcabile. DNA v1rusulul polloma sau SV40 are 5.1 kilobaze şi o lungime de 
1.7 [ll11. 

Cromozomul E.coli are un diametru de 20Ă. fllnd constituit dintr-o 
singură moleculă de DNA de 2,6xl06 KD. cu o lungime de 1.4 mm (l4xl06Ă). 
El are o formă asimetrică când este izolat din celulă. 

Cel urni mare cromozom de la Drosophlla melan0gaster conţine o 
singură moleculă de DNA, de 6.2xl07 perechi de baze, ce are o Junghne de 
2. 1cm. Are. ele ast'menea. o formă asimetrică care-l face susceptibil scindării 
datortt f1 forţelor de forfecare la care este supus. · 
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Tabelul 5. Cantitatea de DNA din diferite celule 

Up de celulă Organism pg DNA/ celulă 

fag T4 2,4 xl0-4 

bacterie E.coli 4,4 xlff3 

fungi N.crassa 1.7 xlff2 

eritrocite pasăre pul 2,5 

leucocite mamifer om 3.4 

DNA dintr-o singură celulă umană are căţlva metri lungime, sugerând 
înalta împachetare şi caracterul compact al moleculei pentru a se potrivi 
dimensiunilor miel ale celulei. 

Cu toate acestea, celulele plămânului peştilor conţln o cantitate de DNA 
de 40 ort mal mare decât cea din celulele omului, dar în primul caz DNA are 
multe secvenţe repeUtlve. 

Datorită lungim.li extraordinar de mart în raport cu gradul lor înalt de 
compactare . moleculele de DNA sunt extrem de sensibfle la forţele de forfecare 
ce apar în timpul manipulărilor de laborator. Chiar o pipetare făcută cu grijă 
poate scinda o moleculă de DNA. În plus, în timpul procesului de izolare este 
dificil de a preveni ruperea legăturilor fosfod!esterice sub acţiunea 
endonucleazelor contaminante. Din aceste motive. mărimea precisa a DNA. în 
special de la organismele superioare este extrem de dificil de determlna,t exact. 

Metodele clasice pentru determinarea masei moleculare a protefnelor nu 
sunt utilizabile în studiul acizilor nucleic!. Centrifugarea la echilibru într-un 
gradient de densitate (CsCl). microscopia electronică şi electroforeza în gel de 
agaroză sunt metode care dau numai tnformaţll asupra masei moleculare a 
DNA. Microscopia electronica permite măsurarea lunglm11 catenelor DNA. din 
care pot fi calculate masele moleculare. Detemllnarea masei moleculare prin 
electroforeză se bazează pe capacitatea de cernere moleculară a gelurilor de 
agaroză. Într-un domeniu limitat al maselor moleculare mobilitatea DNA este 
dl.rect proporţională cu logaritmul masei moleculare. 

Pentru a detennlna masa moleculară a DNA prin echilibru de centrifugare, 
un volum mic dintr-o soluţie de DNA este plasat la suprafaţa unul gradient 
dintr-un tub de centrifugare. La centrifugare, moleculele DNA sed!mentează la 
echilibru prin gradient. În aceste cond!ţll, un DNA cu masa moleculară 
omogenă va forma o bandă gaussiană centrată în gradient într-o poziţle ce 
corespunde densităţll macromolecule!. Moleculele cu diferite densităţi vor fi 
separate într-o serie de benzi . S-a demonstrat o relaţle între lăţlmea benzU şi 
masa moleculară, ce penntte detern1inarea masei moleculare. 

O metodă biochimică pentru detemllnarea masei moleculare este bazată 
pe marcarea extremităţilor unei macromolecule. DNA este tratat cu fosfatază 
alcalină, enzimă care hidrolizează legăturlle fosfat-esterice de la extremitatea 5' 
, \• 
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a DNA dublu catenar. Aceste extremităţi sunt apoi esterificate cu ATP-P32 

în prezenţa polinucleotid kinazei care transferă P:12 Ia capătul 5'. DNA marcat 
este apoi separat prin centrifugare zonală (gradient de densitate în zaharoză) şi 
analizat din punctul de vedere al absorbanţei Ia 260 nm şi al conţinutului în 
p :12_ 

3"HO- P5" 

5·p- OH3' 

fosfataza 
alcalină 

polln11cleotld 

3"HO-- 0!15' klnaza 3'HO-- "'p5· 

5110-- OH3" y32P(ATP) 5""'p-- H03" 

Masa moleculară este calculată din raportul dintre cantitatea de p32 şi 
absorbanţă, ambele Ii1ăsurate în maximele benzilor care coincid. Acurateţea 
acestei metode depinde de omogenitatea preparatului de DNA folosit. 

Metodele prezentate mai sus au permis determinarea masei moleculare a 
DNA cu o precizie de cel puţin 10 %. dar sunt limitate pentru anumite domenii 
ale maselor moleculare. 

. Electroforeza este recomandabilă pentru masele moleculare cuprinse între 
l,5xl05 şi l,5xl07

• Acest domeniu este crescut pănă la 2xl08 în cazul utillzărtl 
microscopiei electronice. Metoda cu cele mai multe aplicaţii este centrifugarea 
la echilibru a cărui domeniu de utilizare este 2xl05+10$,. dar în acest caz forţele 
de forfecare sunt mari. 

Pentru DNA cu mase moleculare foarte mari (>101°) se recomandă 
utilizarea metodei de retardare vascoelastică. Această metoda este bazată pe 
întinderea moleculelor lungi de DNA prin forţe hidrodinamice. Odată aceste 
forţe anulate. moleculele de DNA se pot relaxa înapoi Ia configuraţia lor 
normală. Timpul de relaxare este dependent de masa moleculară a moleculelor 
de DNA şi poate fi folosit pentru determinarea acesteia. 

♦ Forma moleculelor de DNA 

Duplexul circular. 

Din studiile de microscopie electronică s-a putut constata că majoritatea 
moleculelor de DNA, de la procariote. există în formă circulară. Faptul că 
E.coli are un cromozom circular a fost de fapt anticipat în urma studiilor 
genetice care au relevat că harta legărtl genelor acestei bacterii este circulară. 
1n vivo. moleculele DNA au o formă deosebit de compactă. De notat că 
lungimea cromozomului E.coli este de aproximativ 1000 ori mal mare decăt 
diametrul cel mai mare al bacteriei. 

Ulterior s-a demonstrat că multe molecule de DNA (din mitocondrii, 
cloroplaste, plasmide bacteriene, virusuri ale mamiferelor) au formă de cercuri 
închise. 

În principiu, structura circulară poate fi considerată a rezulta prin 
formarea unei legături fosfodlesterice între capetele 3' şi 5' ale unor 
polinucleotide lineare. 
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Figura 14. 

Clrc11larlzarea 

unui duplex linear 

Dublu helix linear. 

~- 111111 ii 1111111 ii li I 1111 ii 111 ii 111 iii I ii I I 111111 iii 11 I 3• 

3· 111111111111111111111111111111111111 ll1\llli\111111\1 s· 

duplex DNA linear 

/ 

o 
duplex circular 

deschis 

DNAllgaza, o 
duplex circular 

închis 

Moleculele DNA dlll unii bacteriofagi ex:Istă în fom1ă dublu-catenară 
line-ară. care au tendinţa de a se clrcularlza când Intră în celula gazdă. Fonna 
lineara a DNA bacteriofagului 'A. a E.coJ..!, de exemplu. are la capetele 5' secvenţe 
de 20 nucleotide monocatenare şl complementare care permit transfomiarea 
structurii de cerc deschis într-o forma de cerc închis (Figura 14). 

Deci unele vtmsuri. de tipul bacteriofagului A, pre?'.lntă forme lineare şi 
circulare, interconvertibile. Forma lineara este prezenă în particula virală, în 
timp ce forma circulară ex:Istă numai în celula gazdă. 

În plus. în unele molecule de DNA (de la bacteriofagi) ex:!stă regiuni 
Interne mono-catenare, care rezultă prin hidroliza unor legături fosfodlesterice 
sau sunt datorate lipsei unul rest de deox!rlboza. De exemplu. DNA collfagului 
T5 consta din doua catene: una lnactă şi o alta cu patru fragmente 
complementare ordonate perfect de-a lungul prlmela. O situaţie similară s-a 
observat în structura DNA de la fagul B3 al Pseudornonas aeruglnosa. 
Structura totală a dublu hellxulu1 este menţinuta perfect de catena Intactă. 

DNA mono-catenar. 

La unii bacteriofagi foarte mlcl (4> x 174 şi G4) DNA poate avea o formă 
monocatenară. S-a demonstrat că aceste virusuri au DNA monocatenar numal 
într-o parte a ciclului vtettl. SINSHEIMER a descoperit că DNA din cj,xl 74. un 
vtn1s mic ce Infectează E.coll. este monocatenar. S-au realizat cercetărl pe 
acest DNA şi s-au tras um1ătoarele concluzii: 

1) Nu se respectă raportul CHARGAFF : [Al=[TI şi [Gl=[CI. 

2) SoluVile de DNA sunt mal puţin vâscoase decăt soluţia de aceaşl 
concentraţie a DNA din E._colt. Proprietăţile hidrodinamice ale DNA 
«j>xl 74 sunt slmllare cu cele ale unul polimer pliat la întâmplare. în 
contrast. DNA dublu helicoidal se comporta hidrodinamic ca o 
"bagheta" rlglda. 
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3) Grupările amino ale bazelor DNA cpxl 74 reacţionează uşor cu 
CH20, în timp ce bazele DNA dublu helicoidal sunt lnacceslblle 
reacţiei. 

Caracteristicile acestul DNA monocatenar au creat dubU privind 
universalitatea schemei replicării semiconservatlve. propuse de WATSON şi 

CRICK . Cu toate acestea, s-a demonstrat că DNA cpxl 74 are o structură 
monocatenară numal o perioadă din ciclul celular al virusului. SINSHEIMER a 
demonstrat că celulele E.coll infectate conţin forma dublu catenară a DNA 
cpxl 74. Acest DNA dublu catenar a fost numit formă replicativă. 

♦ Topologia DNA - Superhelixurl 

Cunoaşterea conformaţiei DNA a devenit posibilă prtn aplicarea 
conceptelor topologiei, o ramură a matematlcll care se ocupă cu proprtetăţlle 
structurale ale unul . compus supus dlferttelor deformart. În general, DNA 
dublu-catenar circular posedă nişte caracteristici topologice, deoarece 
structura circulară conţine mal puţine ture de hellx/unltatea de lungime a 
polinucleotidulul decât duplexul linear . 

Structura favorabilă termodinamic a dublu-hellxulul conţine într-o tură de 
hellx 10 perechi de baze. Ortce deviaţie de la acest aranjament are ca rezultat 
formarea unei structurt tensionate. 

Unele specll moleculare de DNA circular . sunt pliate într-un mod 
particular. proces numit superâncolăcire (supercoiling, supertwisting) sau 
superhelicitate care constă în răsucirea în spaţiu a unul duplex DNA 
Termenul de super este utillzat pentru a indica faptul că răsucirea hellcală se 
suprapune rotlrtl celor doua catene ale DNA. una în Jurul celellalte. Cănd 
aceasta superâncolăclre ·a fost descoperttă, ea a fost considerată fle o 
caracteristică proprie moleculelor circulare miel (cromozom11 virall, plasmidele 
bactertene, DNA mitocondrial), fle un artefact expertmental. 

De fapt. o structură tensionată poate fi obţinută prtn disocierea punţilor 
de hidrogen şi prtn deschiderea duplexului DNA într-o mică regiune din 
structura lui macromoleculară şi formarea unei bucle ( loop) monocatenare. De 
asemenea, duplexul poate sufert o suprapllere care poate conduce la un exces 
de ture de hellx pe unitatea de lungime, conducând la conformaţii 
superâncolăclte ( supercoll} ( Figura 15) . 

Figura 15. 

Două reprezentări de structurt 
i ,, 1t ,,,DN~ 

terlsibhate 
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Superâncolăclrea poate fi de două tipuri (Figura 16). 

Tipul supercoll " torolclal" apare prin răsucirea duplexului în Jurul unul 
cilindru Imaginar, în condlţ1ile tlxărll sau smlărll capetelor lui. Tipul de 
structură supercoll lnterrăsucltă "interwound" rezultă prin răsucirea 
duple:Kulul în d!recţll opuse. 

Figura 16 

Tipuri de 
supercoll: 

(a) toroidal şi 

(b) lnterrăsuclt 

structuri 

Moleculele de DNA 
superăncolăcite se 
deosebesc de cele 
relaxate flind mal 
compacte având astiel 

(a) 

capacitatea de a migra mal rapid la centrifugare sau electroforeză. 

Superăncolăclrea este Importantă biologic din doua motive : 

1) o molecula superâncolacltă de DNA are o formă mal compactă 
decât tma relaxată, superâncolăclrea flind crltică pentru 
împachetarea DNA ln celulă: 

2) superâncolăclrea afectează capacitatea duplexului de a se deplia 
şi Interacţiile cu alte molecule. 

Deşi DNA cu forma de cerc închis este un candidat Ideal .pentru apariţia 
w1e1 structuri superhellcale. orice segment de DNA dublu-catenar ce este 
Imobilizat într-un fel la ambele capete poate suferi o superpllere. Deci apariţia 
unei structuri superhellcale este o proprietate caracteristică nu numai a DNA 
clrcular, el a oricărei molecule de DNA ancorate. 

DNA celulelor animale, în mod normal se asociază cu proteinele nucleare. 
Chiar în absenta unei structuri circulare, DNA din celulele animalelor pot 
adopta o formă supral1ellcală datorită asocierii Iul cu proteine nucleare ce 
creeaza numeroase domenii topologice închise. În plus. majoritatea fagilor 
bacterieni, vlrusurllor animale, plasmidele bacteriene şi organitele celulare 
conţin DNA superhellcoidal. 

Confonnaţla unul DNA poate fi definită prin trei parametri topologlcl: 

I) L- numărul de legare (linking number) reprezintă numănd de 
câte ori o catenă a unei molecule de DNA se roteşte în Jurul celeilalte 
spre dreapta. Acest număr este uşor de calculat când duplexul 
moleculei este considerat coplanar. Valoarea Iul L este lnvarlabilă, 
Indiferent dacă molecula circulară este răsucită sau distorsionată cât 
timp legăturile covalente din catenele pollnucleotid!ce rămân t!1tacte. 
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2) T- este numărul de rotaţii (twist) complete ale unei catene 
polinucleotidice în jurul axei duplexului . Plin convrnţie T este 
pozitiv pentru turele unul duplex orientate spre dreapta. cum este 
cazul B-DNA în soluţie. Teste egal cu număntl de perechi de baze 
împărţit la 10.5 (număntl exact de perechi de baze per tura de duplex 
B în condiţii fiziologice). 

3) W- (writhing number) este ~ măsură a superhelicităţii şi 
reprezintă numărul de ture pe care axa duplexului îl face în 
cadrul conformaţiei, deci numărul de structuri superâncolăcite. 

T şi W pot să nu fle numere întregi. în timp ce L este un număr întreg. 
Aceşti parametri sunt legaţi prin relaţia : L = T + W. 

• 

• 

1 5 W ~ W ~ 

oobo,_~"'OCO,.."'O..,."'O..,.~--O.."OQ000..."000...--0-..--0-..""0...~'"'«X>,.."O.,.--OCO 
A 

cerc relaxat 

DNA linear despiralizat cu doua ture 

la dreapta 

• 

OOO 
26 B 16 

E L • 23. T • 26. W • -2 

L-2J. T.2J. w . o 
superhelix negativ 

cerc despiralizat 

• 
Figura 17. Definirea parametrilor topologici a! unei ri1olecule de DNA 
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Noţiunea de superhelicitate este dificil de explicat fără examinarea unui 
model fizic. Să considerăm un duplex de 260 perechi de baze ( pb) în forma E
DNA (flgura 17 A). Numărul de ture helicale în acest DNA linear este 25 
(260/10.4). În general.Tare o valoare aproape egală cu numărul de perechi de 
baze împărţit la 10.4. Prin unirea capetelor a,cestui hellx rezultă un DNA 
circular relaxat ( Figura 17 B). având parametrii topologici : L=25, T=25 şi 
W=O. 

O structură lineară total diferită poate fi obţinută prin despitalizarea 
dupleA-ulul linear cu do~ă ture (Figura 17 C). Prin unirea capetelor structurii C 
rezultă un DNA circular carţ · se poate plia într-o co11fonnaţie conţinând 23 ture 
de hellx B .şi o buclă desplralizată (L=23. T=23. W=O) (Figura 17 D). Alternativ, 
el poate adopta şi o conformaţie de supei:-hellx ·negativ cu 23 ture de helix-B şl 
doua ture de superhellx (L=23. T=25 şi W=-2) (Figura 17 E). De fapt, această_ 
formă superâncolăcltă este energetic favorizată având o buclă desplralizată. · · .,. 

DNA despiralizat (D) sau cu structura superâncolăcftă:. (E) au ac~laşl L d~· 
diferă prin numărul de ture din helix T ş! prln numărul de tuie cft ~iiperhelix 
W. Aceste forme pot fi intertransformate fără scindarea catenei DNA deoarece 
au acelaşi L = 23. 

In Figura 18 prezentăm o diagramă a unor molecule de DNA care diferă 
prin structurile lor superhelicate. 

DNA superco!l negativ 

(W = -3) 

DNA relaxat 

(W=O) 

DNA supercoll pozltlv 

(W= +3) 

Figura 18. Structuri topologice închise de DNA cu diferiţi 
parametri W 

Din examinarea acestor tipuri de modele pot fi desprinse două concluzll: 

1) pentru un DNA relaxat numărul de legare L trebuie să fle egal cu 
numărul de ture hellcale (T): 

2) DNA cu un L specific poate adopta diferite aranjamente în spaţiu, 
toate confom1aţille cu acelaşi L fiind interconvertlbile. fără scindarea 
unor legături covalente. 

Un DNA real. superhelical, trebuie să prezinte un echilibru între aceste 
forme şi multe alte aranjamente intermediare din spaţiu care au acelaşi L. 
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Moleculele dJfertnd numa! prin L sunt Izomeri topologici sau topoizomerl. 
Topolzomerll DNA pot fi intertransformaţl prin scindarea uneia sau ambelor 
catene DNA. · 

Decl. vartaţllle în valoarea L a DNA conduc la modJflcărt în gradul de 
superhellcltate (W), mal degrabă decât în numărul de ture Watson-Crick (T). 
Topolzomerll diferind prin· morile L şi deci prin W chiar cu 1 pot fi uşor 
separaţi prtn electroforeză ·în :gel ~e agaroză. 

Gradul de superhellclfate a DNA poate fi exprimat prin diferenţa de 
legare specifică (1'.), care ~ste independentă de lungimea moleculei: 

(L - Lo) 
il = ~--~ unde Lo este valoarea L pentru molecula DNA circulară 

Lo 
relaxată. Pentru DNA superâncolăclt (E) L=23. Lo=25 şi Â=-0,08. Această 
cantitate este numită, de asemenea. densitatea superhelixului, deoarece în 
cazul majorltăţll moleculelor naturale de DNA:.. la valori intre -0,03 şi -0.09. 
Semnul negativ semnlflcă faptul că superhellxurlle DNA din natură sunt pliate 
spre stânga 

Superpllerea negativă pregăteşte DNA pentru separarea catenelor în 
replicare, recombinare şi transcripţie. Superpllerea pozitivă conferă DNA un 
caracter compact la fel de eficient ca cea negativă. dar separarea catenelor este 
mal dillcllă. 

Topoizomeraza I 
Intertransformarea topolzomerllor DNA este catalizată de enzimele numite 

topolzomeraze. descoperite de WANG si GELLERT. Aceste enzime modifica 
valoarea L a DNA prin cataliza unul proces care are loc în trei etape : 

1) scindarea unei catene dJn duplexul DNA: 
2) trecerea unul segment de DNA prin aceasta crestătură: 
3) sudarea crestăturll. 

2 3 

Figura 19. Topolzomerazele catalizează modificări în valoarea L a DNA. 
DNA glraza scindează ambele catene ale DNA şi trece un segment de DNA 
dublu-catenar prin această crestătură. Unele catene sunt apoi resudate. 

Tipul I de topolzomeraze scindează numa! o catenă dJn duplexul DNA în 
Ump ce tipul II cllvează ambele catene. Topolzomeraza I dJn E.coll catalizează 
relaxarea DNA superâncolăclt negativ. La început s-a considerat că 
topolzomeraza I acţionează întâi ca o nuclează şi apoi ca o llgază. Astăzi se 
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consideră că o e.xtremitate a catenei scindate rămâne activată prin legarea 
covalentă la enzimă. De fa;,t. un complex covalent enzima-DNA a fost izolat 
dintr-un amestec de topolzomerază I denaturată cu dodecilsulfat de sodlu 
(SDS) in care extremitatea 5'-fosfat a unei catene DNA este legata la o grupare 
hidroxil a unui rest de tirozina din structura acestei enzime de 100 KD. 

Figura 20. Intermediarul 
covalent enzimă-substrat în 
acţiunea topoizomerazelor. Capătul 
5'-P al catenei scindate este legat 
covalent la gruparea hidroxil a unui 
rest de tirozină din enzimă. 

Gruparea 3'-0H de la celălalt 

capăt al catenei scindate atacă acest 
intermediar activat pentru sudarea 
structurii circulare. Trebuie 
subliniat că legăturile chimice din 
substratul şi produsul acestei reacţll 

Topoizomeraza 
I 

Q 
o 
I ,. 

o-:roţ::? 
o 
I 

catena DNA 

sunt identice, unicul rol al topoizomerazei I fiind acela de a realiza o scindare 
tranzitorie ce permite trecerea unui segment al DNA . L creşte cu + 1 la fiecare 
ciclu catalitic. 

Introducerea unei ture în plus în molecula DNA cu A =-0,06 necesită circa 
9 Kcal/mol. 

Formarea structurii superhelicate la E.coll este catalizată de DNA ginu:a, 
o topoizornerază formată din doua catene A de 105 KD şi doua catene B de 95 
KD. enzimă care transformă energia libera a ATP în energie torsională de 
superpliere . Reacţia începe cu despiralizarea a circa 200 pb din DNA. care pur 
şi simplu înveleşte enzima. Legarea ATP induce apoi scindarea ambelor catene 
ale DNA. 

Capătul 5'-fosfat al fiecărei catene scindate este legat la un rest tirozină 
specific de pe o subunitate A a enzimei. Ancorarea celor doua extremităţi ale 
DNA scindat este esenţială pentru prevenirea liberei lor rotaţ11, care ar conduce 
rapid la pierderea structurii superâncolăcite. 

♦ Forme topologice de DNA 

O trăsătura marcantă a hellxului DNA-B este prezenţa a două tipuri de 
fose ( Figura 21) , numite: fosa majoră (12 Ă lăţime) şi fosa minoră (6 Ă 
lăţime). 
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Figura 21. 

Reprezentarea schematica a DNA-B 

De notat că fosa majoră Joacă un 
rol distinct , permltand lnteracUI cu 
proteine ce recunosc sveclllc ,u1111111te 
secvenţe de DNA Modelul propus de 
WATSON şl CRICK, cunoscut ca B-DNA 
a fost bazat pe schliele de difracţie a 
razelor X pe fibre de DNA. care ti.1ml~eaza 
tnformaţll generale asupra duplexului şi 

asupra comportamentului mediu al 
constituenţilor. Mult mal multe lnfom1at11 
pot fl obţinute prtn analiza cu raze X a 
cristalelor de DNA Cu toate acestea astfel 
de studii se pretează la studiul 
oltgouucleotldelor sintetice. Astfel de 
analize au relevat o mare vartabll1tate şi 
diversitate structurală. 

DICKERSON a realizat o astfel de 
analiză pe un dodecamer 
(dCGCGAATfCGCG). constatând o 
structura generală asemănătoare cn 
modelul WATSON CRICK. cu mlcl
devlaţll locale . Modelul WATSON CRICK 
are 10 resturi de nucleotide per tură 
completă de hellx şi prezlnta un rest rottt 
faţă de următorul din catenă cu 36°. în 
dodecamerul lui DICKERSON, unghiurile 
de rotaţie variază de la 28° la 42°, 
apărând şi o rotaţie opusă a w1ei baze 
dintr-o pereche faţă de axa lor. 
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Această trăsătură structurală numită rotire propulsată (propeller twisting) 
măreşte capacitatea de stivuire a bazelor din fiecare catena polinucleotidică. 
Alte surse de variabllitate sunt răsucirea bazei (base roll) şi înclinarea unor 
perechi de baze faţă de alte perechi vecine. Aceste var1aţll locale d1n dublu hellx 
depind de secventa in baze. a acestuia. 

O a:tă trăsătură a helt,.,-ulu1 B-DNA este aceea că poate adopta o 
structură "supercoiled" f;Tiă o modificare esenţială LTJ. structura locală. Această 
uşoara deformare este importantă b1o1oglc deoarece permite fonnarea DNA 
circular şi L'1terac!a ( acoperirea ) lu! cu proteine. Dcformab!lltatea DNA ît 
permite concentrarea într-un volum mult mai nuc, deci adoptarea unei 
structuri compacte. 

Studiile de difracţie cu raze X pe fibre de DNA deshldratate au pus în 
evidenţă alt tip de DNA. denumit A-DNA. ce apare când umiditatea relativă este 
redusă sub aproximativ 75 %. Helbs.-ul A. asemenea celui B este dublu catenar, 
fonnat din doua catene antiparalele pliate spre dreapta. Helbs.--ul A este mai lat 
ş! mai scurt decâ t helixul :S ş! perechile lui de baze sunt mai înclinate in 
raport cu a.-:a helL-...--uluL Multe din diferenţele structurale dintre cele doua tipurt 
de hellxar1 apar datorita pllerii diferite a unităţilor de deoxir1boză. Nucleele 
furanozîce pot 1l împachetate astfel că patru atomi sunt aproape coplanari iar 
al cincilea este la aproximativ 0.5 A distanţă de acest plan. Structura formată 
când C-2' este în afara planului este numită C-2 ' endo, iar cea formata când 
C-3· est<=- coplanara - C-3' endo. 

C2---ondo 

C3---ondo 

Figura 22. Orientarea 
legaturllor fosfodiesterice sl a 
legaturl! gliucoz!dice: .C-2' 
endo din DNA-B si C-3' endo 
din A-DNA r · _. . 
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Figura 23. Reprezentarea schematica a DNA-A (a) sl DNA-Z (b) 
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A-DNA are unităţl glucldlce C-3' endo, în timp ce B-DNA are C-2' endo. 
Această dlferenţă structuralii. mică în unităţile pentozlce are consecinţe 
importante. Confonnaţla C-3' endo conduce la o pliere la 19° a perechilor de 
baze faţă de helixul normal. Jar fosa minoră aproape dispare. Grupările fosfat 
din A-helLx leagă mai pDţlne molecule de H2O decât în B-DNA Deci 
deshidratarea favorizează forma A (Figura 23 a) 

A-1-i.ellxul nu trebuie considerat o formă deshidratată ..1 DNA Regiunile 
dublu catenare ale RNA ( cu structuri "hairpinsj şi hibrizll Rl'\IA-DNA adoptă 
configuraţii apropiate A-DNA Gruparea 2'-OH a ribozei din RNA previne 
formarea unui helL"X tip WATSON CRICK datorită împiedicărilor sterice. 
Această grupare HO-2' nu se potriveşte în B-hellx, fiind prea apropiată de cel 
trei atomi a1 grupării fosfat vecine şi unul al bazei următoare. În A-DNA. în 
contrast, gruparea HO-2' este în afara acestei structuri. 

Un al treilea tip de helix al DNA a fost descoperit de WANG şi RICH când 
au studiat structura cristalină a hexarnerului sintetic d(CGCGCG). Ei au 
observat că acest hcxanucleotiu formează un duplex de catene antiparalele 
stabilizat prin punţi de hidrogen conform perechilor de baze WATSON CRICK, 
dar răsucite spre stânga. în care scheletul legăturilor fosfod:estertce formează 
un zlg-zag în JunJ.1 helixului, de unde a primit şi numele de Z-DNA. În acest caz 
unitatea repetitivă este un dlnucleotid d( XpYp) şi nu un mononucleotld, în 
care X este uzual un rest de plrlmidină, iar Y - un rest de purină. A treia 
diferenţă este că Z-DNA conţine o singură fosă helicală ( Figura 23 b). 

Difracta razelor X şl studiile Rl\1N pe fibre de pollnucleotlde 
complementare de purine şi plrlrnJdine alternante, au evidenţiat ca acestea 
adoptă confom1atla Z la concentra ţii saline mari. care reduc interacţille de 
repulsie electrostatică între grupările fosfat apartlnând catenelor opuse. 

Structura Z-DNA apare în secvenţe alternante de purine şi plrimidlne, 
când legăturile gllcozldlce alternează între anti şi §Y!!. Baza azotată şi pentoza 
sunt distanţate când sunt anti şl apropiate când sunt §Y!!. 

Un nucleotid pirimidinic formează 
obişnuit o legătură glicozldică anti, în 
timp ce un nucleotid pur1nlc o poate 
forma în poziţia anti sau §Y!!. Toate 
legăturile glicoztdlce în A- şi B-DNA 
sunt anti. În Z-DNA. pirimidina este 
anti şi purina este .fil21. 

O secvenţă Z-DNA poate apare în 
interiorul B-DNA Transformarea unei 
secvenţe alternative pirimidlnă-purină 

NH2 

.• · N~N}-H 
H~ .. J--N 
HOC~:O X 

H H 
H H 

OH OH 

syn Adenozina 

de la B la Z-DNA este însoţită de =c:NH• 
deplasarea perechilor de baze cu 180° 8 N 1/" N 
şi rotirea resturilor pentozei bazelor H-{ li !:!nti Adenozina 

purinJce( Figura 24) . Cu toate acestea ~N ~w„A._H 

formarea Z-DNA este termodinamic HOCH2 0 x 
nefavorabilă. RepulsUle electrostatice H H 

între grupările fosfat sunt mai H H 

puternice în forma Z (sunt la 8 A OH OH 

distanţă) decât în B-DNA (sunt la 12 Ă distanţă). Tranziţia spre fom1a z este 
favorizată de metilarea citozinei la C-5. o modiflcare ce apare ja eucariote. O 
grupare metil la acest situs din Z-DNA umple o mic:i fosă şi promovează 
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interacţii hidrofobe, fllnd mal puţin expusă solventului în Z-DNA decât în B
DNA. 

Procesul de superpllere ("supercoiling1 negativă . ce apare frecvent în 
moleculele de DNA în mod natural de asemenea promovează tranziţia B - Z. 
Într-adevăr, anticorpi speciflci pentru Z-DNA colorează regiuni discrete d!n 
cromozom11 eucariotelor. De asemenea, DNA eucariotelor conţin multe secvenţe 
repetitive pirimld!ne-purtne ( de tip CACACA) ce pot forma Z-DNA. 

3' 5' 3' 5· 

'"' { 
8 -DNA ,-{ 

,-{ 
5' 3' 5 ' 3' 

Figura 24 . Transformarea unui segment de DNA-B în DNA-Z printr-o 
rotire a perechilor de baze. 

Majoritatea DNA dintr-un genom bacterian sau eucariotic există în forma 
clasică WATSON CRICK . Cu toate acestea descoperirea Z-DNA subllnlază 
caracterul flexibil, dinamic al moleculei DNA. 

In legatură cu rolul fiziologic al DNA-Z RICH propune că transformarea 
DNA-B în DNA-Z poate surveni în anumite segmente ale cromozomului si 
acţionând ca un comutator în reglarea expresiei genetice. 

In Tabelul 6 prezentăm comparativ caracteristicile celor trei tipuri de DNA 
forma, diametrul şi sensul hellxului , configuraţiile celor doua fose, precum şi o 
sexie de pararametxi cristalografici. 

. '• 
!i \:'! 

,! '1 • IC • ~ 
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Tabelul 6 - Compararea A-,B- şi Z-DNA 

Tipul de hellx 

A B z 
Forma cea mat lată intermediară mal alungită 

Creşterea/ 2.3Ă 3.4Ă 3.8Ă 
pereche de baze 

Diametrul 25,5 Ă. 23.7Ă 18.4Ă 
heli>...'1..Ilui 

Sensul rotirii dreapta dreapta stânga 

Legătura anti anti antl-C,T syn-G 
glicozidică 

Perechi de 11 10,4 12 
baze/tură helL-...: 

Pitch per tură de 24,6Ă 33,2Ă 45.6Ă 
helix 

Înclinarea 19° 10 90 
perechilor de 

I 

baze faţă de axa 
normală a 
heli>...'1..!lui 

Fosa majoră adâncă şi largă plată îngustă şi adâncă 

Fosa minoră foarte largă îngustă şi adâncă foarte îngustă şi 
adâncă 

• Materiruu! genetic in RNA virusuri 

Genele tuturor organismelor procariote şi- eucariote sunt formate din DNA. 
În virusuri, materialul genetic poate fi constituit şi dJn RNA, un polimer 
neramificat constând dJn ribonucleotlde legate prin legături 3',5'
fosfodiesterice. Moleculele de RNA pot fi monocateuare sau dicatenare. RNA nu 
poate forma un duplex tip B-DNA datorită împiedicărilor sterlce produse de 
grupările 2'-HO ale resturllor de riboză. Cu toate acestea, RNA poate adopta o 
formă dublu-hellcoidală modiflcată în care perechile de baze sunt înclinate la 
aproXlmatlv 20° faţă de poziţia perpendiculară la axa hellxului, o structură tlp 
A-DNA 

Virusul mozaicului tutunului, care infectează frunzele plantei de tutun 
este unul dintre cel mal bine studiate RNA-virusurl. EI constă dintr-o singură 
catenă de RNA ( 6390 nucleotide) înconjurată de o proteină formată din 2130 
subunJtăţl identice. Prin tratarea virsului cu fenol este posibllă separarea 
proteinei de RNA. în timp ce proteina virală nu este 1.nfectJoasă, RNA viral are 
ac~astă proprieta te_ biologică. · 
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Virusul mozaicului tutunului se replică în celula plantei Infectate, 
sintetizând Iniţial catena ( - ) RNA care este complementara catenei (+) din 
parttcula virală. Catena ( - ) RNA apoi serveşte ca tipar pentru sinteza unui 
m: •r<" numar de catene RNA ( + ), ce sunt încorporate în noi particule virale ce 
pru·ăsesc celula plantei. Aceste sinteze sunt catalizate de RNA polimeraze RNA 
dependente. 

Un număr de RNA virusuri produc tumori maligne dupa ce pătrund în 
animalele gazdă susceptibile. Virusul sarcomului ROUS este un RNA virus 
tumoral, ce conţin un RNA monocatenar. O trăsătura importantă a acestor 
v'.u··nsuri tumorale este ca ele se replică prin intermediari DNA 

RNA din particula virală, indicat prin catena ( + ) , intră în celula gazdă 
flind tiparul sintezei unei catene complementare ( - ) de DNA cu ajutorul 
enzimei transcriptaza Inversă. ce este o DNA polimerază RNA
dependentă. În acest caz, Informaţia este citită de pe RNA pe DNA . Catena ( - ) 
DNA apoi serveşte ca, tipar pentru sinteza ( + ) DNA Rezultă un DNA dublu 
catenar care este încorporat în DNA cromozomial al celulei gazdă, urmând a fi 
replicat împreună cu DNA celular normal în cursul div1ziun11 celulare. 
Genomul viral integrat este apoi exprimat ca ( + ) RNA viral şi proteine virale, 
care se asamblează în noi particule virale. Aceste virusuri se mai numesc 
retrovtrusuri, deoarece Informaţia genetica trece de la RNA la DNA 

RNA 
viral 

transcrlptaza Inversă 

Hlbrtct 
DNA-RNA 

transcrlptazalnversă 

DNA 
monocatenar 

duplex DNA 
viral 
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4. STRUCTURA RNA 

RNA este o macromoleculă lungă, neramlflcată, constând din 
rtbonucleotlde legate prin legături 3',5'-fosfodiesterice. După cum deja s-a 
menţionat. bazele azotate din structura RNA sunt: aden1na, guan1na. citozina 
şi uracilul, Iar d1n structura pentozei este riboza. 

Numărul de nucleotide din RNA variază de la 75 la câteva mii. Cu excepţia 
unor virusuri, moleculele de RNA sunt uzual monocatenare. În consecinţă, o 
moleculă de RNA nu trebuie să albă un raport echimolecular între baze 
complementare. Moleculele de RNA conţin regiuni cu structură dublu-catenara 
care conduc la formarea unor structuri buclă Mhairpin". în care există perechi 
de baze: A-U şi G-C. Împerechlerea bazelor în RNA este frecvent imperfectă, G 
putând forma perechi de baze cu U, dar mal puţin stabile decât cu C. Proporţia 
de regiuni hellcale în dlfertte tipuri de RNA variază mult, filnd de circa 50 %. 

Celulele conţin dlfertte tipuri de RNA. RNA mesager (mRNA) este tiparul 
pentru sinteza proteinelor. O moleculă de mRNA este produsă de o genă sau de 
un grup de gene. în consecinţă mRNA este clasa cea mal heterogena de RNA.. 
În E.coll, lungimea medie a unei molecule de mRNA este de circa 1.2 kb. 

Tabelul 7 .Tipuri de RNA în E.coll 

Tip Cantitatea Coeficient de Masa Număr de 

relativă (%) sedimentare (KD) nucleotide 

rRNA 80 23 l.2xl03 3700 

16 0.55xl03 1700 

5 36 -120 

tRNA 15 4 25 75 

mRNA 5 heterogen 

RNA de transfer (tRNA) transportă aminoacizii într-o formă activată spre 
ribozom pentru formarea legăturii peptldice, într-o secvenţă comandată de 
tiparul mRNA. Există cel puţin un tip de tRNA pentru fiecare din cel 20 de 
aminoacizi. tRNA consta din circa 75 nucleotide şi are o masă moleculară de 
circa 25 KD. 

RNA ribozomal (rRNA) este componenta majoră a rtbozomilor, dar rolul 
lor precis in sinteza proteică nu este cunoscut. Descoperirea rolului catalitic al 
RNA complică şi mal mult presupunerea unor functU concrete. În E.coll există 
trei tipuri de rRNA: 23 S. 16 S şi 5 S. definite pe baza constantelor lor de 
sedimentare. Câte o moleculă din llecare din aceste specii este prezentă în 
rtbozom. 

Celulele eucariote conţin în plus nllcl molecule de RNA. SmaJI nuclear 
RNA (sn RNA) sunt molecule care participă la scindarea-sudarea (spl!clng) 
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exonllor RNA Q moleculă mică de RNA din cltosol Joacă rolul în marcarea 
(targeting) proteinelor nou sintetizate. 

♦ ruRNA 

Conceptul de mRNA a fost fonnulat în 1961 de JACOB şi MONOO. 
Deoarece proteinele sunt sintetizate în citoplasmă .. este evidentă necesitatea 
prezenţei unul intermediar chimic care să poarte mesajul speclflcat de gene. 
Cei dol mart biochimişti au propus unnătoarele caracteristici pentru molecula 
acestui mesager : 

1) să albă o viaţă scurtă; 

2) să fle un pollnucleotid : 

3) să fle heterogen ca dimensiuni deoarece şi genele variază ca 
lungime: 

4) să fie asociat cu rlbozom11. sediul 8lntezei proteice ; 

Se presupunem cazul general al bacteriei E.coli Infectată de un 
bacteriofag. După Infectare, celula sintetizează majoritar proteinele fagulul. 
neobservându-se o creştere concomitentă şi a sintezei RNA total. Numai o mică 
fracţie de RNA. cu viaţă scurtă şi cu compoziţie în nucleotide similară cu cea a 
DNA fagal. apare într-o concentraţie mal mare. Oamenll de ştl1nţă au fost puşi 
in situaţia a discerne între două posibilităţi : 

1) DNA fagulul speclflcă un nou set de ribozomi. tipici fagulul, care 
pennite sinteza prioritară a proteinelor fagale. 

2) rtbozom11 sunt structuri nespecializate ce primesc Informaţia 
genetică de la gene sub forma unul mRNA instabil. 

Ipoteza existenţei unul RNA mesager cu viaţă scurtă a fost testată de 
BRENNER, JACOB şi MESELSON pe E.coll Infectată cu bacteriofagul T 2. 
Aceste experienţe au stabilit dacă noi ribozomi sunt sintetizaţi dupa Infecţie 
sau dacă noi RNA se l_eagă la rlbozomll preexistenţi. Bactertile care au fost 
crescute într-un mediu care conţine izotopii grei : 14N şi 13C, infectate cu fag. 
au fost transferate imediat pe un mediu cu izotopu uşori: 13N şi 12C. R1bozom11 
sintetizaţi înainte şi după Infecţia cu fagul T 2 au putut fi separaţi pe baza 
densităţilor lor diferite. prin centrtfuţare în gradient de densitate. RNA nou 
sintetizat a fost marcat cu 32P sau I C-uracll. iar proteina nou sintetizată cu 
3~S . Aceste eJ\.1)erlente au arătat că : 

1) rlbozom11 n-au fost sintetizaţi după Infecţie: 

2) RNA a fost sintetizat după infecţie. Majoritatea RNA marcat se 
află în picul rlbozoin.llor "grei", deci majoritatea RNA nou sintetizat a 
fost asociat cu rtbozomi preexistenţi. Alte experienţe au arătat că 
acest nou RNA suferă un tumover rapid în timpul creşterti fagulul. 

3) :ms apare tranzltortu în picul ribozom.llor grei. deci proteinele 
sunt nou sintetizate în rtbozomH preexistenţi. 

Deci ribozomii sunt structuri nespecifice care sintetizează la un timp 
dat o proteină dictată de un mesager. 

î11 1961. SPIEGELMAN a pus la punct tehnica hibridizării care a adus 
date noi privind natura mesajului genetic la nivel citoplasmatic. DNA dublu 
catenar a fost desplrallzat plin topire confonn metodei lui MARMUR şi DOTY. 
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rezultând catenele lui separate. Se poate obţlne un hibrid DNA-RNA cu o 
singură catenă a DNA numai dacă RNA are o secventa de baze complementară. 
Acest tlp de experiente au avut următoarele etape: 

1) Marcarea RNA sintetizat după infectarea E.coll cu fagul T2 cu 32P 
şi a DNA fagal cu 3H. 
2) Un amestec de T2 mRNA şi T2 DNA a fost încălzit la 100° pentru 
separarea catenelor DNA Solutia cu amestecul de aclzl nucleici a fost 
lăsată să se răcească lent la temperatura camerei. 

3) Amestecul răcit a fost anallzat prin centrifugare in gradient de 
densitate, colectându-se probe de la diferite nivele ale tubului de 
centrifugă. 

Se separă trei benzi. Fractia cu cea mal mare densitate Oa baza tubului) 
este cea a RNA monocatenar. Urmează spre gura tubului banda DNA dublu 
catenar. A treia bandă corespunde moleculelor hibrid DNA-RNA Deci T2 mRNA 
formează o structură hibridă cu T2 DNA T2 mRNA nu formează hibrlzl cu 
DNA derivat de la alte bacterll şi virusuri. 

Deci, in cazul T2 mRNA şi a T2 DNA. secvenţa de baze este 
complementară. 

Prin aceasta tehnică a hlbrldlzăr11 s-a determinat şi dacă rRNA şi tRNA 
sunt de asemenea sintetizaţi pe tipare de DNA În acest caz, formarea hibrizilor 
DNA-RNA a fost demonstrată prin tehnica flltrărll, mal simplă, mal rapidă şi 
mal sensibilă. Se supune filtrărll pe nitroceluloză un amestec de RNA 
monocatenar , DNA dublu catenar si hibridul lor DNA-RNA RNA monocatenar 
a fost filtrat , în timp ce duple;,.._-ul DNA şi hibridul DNA-RNA a fost reţlnut. 
Diferite tipuri de RNA din E.coll marcate cu 32P au fost adăugate la DNA E.coll 
nemarcat. Aceste amestecuri au fost încălzite, apoi răcite lent şi sup'l:lse flltrărll 
pe nitroceluloză. A fost măsurată radioactivitatea reţlnută pe filtru , 
demonstrându-se că toate specllle moleculare de tRNA şi rRNA au secvenţe 
complementare în genomul E.coll. 

Recunoaşterea existentei unul RNA mesager a stimulat investigarea găslrtJ 
unei enzime care sintetizează RNA conform mesajului înscris în DNA În 1960, 
HURWITZ şi WEISS au descoperit independent enzima : RNA pollmeraza- DNA 
dependentă, care izolată din E.coll are următqarele necesităţi pentru a actiona: 

1) tiparul optim este un DNA dublu catenar. DNA monocatenar 
poate functiona şi el ca tipar. RNA, mono- sau dlcatenar nu poate fl 
un tipar eficient şi nici hibridul DNA-RNA 

2) Precursori activaţl: ATP, GTP, CIP şi UTP. 

ID Ioni metalici divalenţi : Mg2+ sau Mn2
•. primul functionând şi ln 

vivo. 

RNA pollmeraza catalizează inltlerea sintezei şi alungirea catenei RNA 
conform reacţlel : 

Sinteza are loc în dlrecţla 5'-3', gruparea 3'-0H terminală a catenei ·în 
creştere realizând un atac nucleofil asupra grupărll fosfat a rNTP care urmează 
a fl adăugat conform mesajului tiparului. Sinteza devine Ireversibilă prin 
hidroliza plrofosfatulul sub acţiunea plrofosfatazel anorganice. RNA pollmeraza 
nu necesită un prlmer la care să adauge resturi rNMP putând cataliza sinteza 
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piimcl legătuii fosfodlesterice( Figura 25). În sinteza RNA, tiparul DNA este 
sem.Iconservat. La E.coll, toate specllie de RNA sunt sintetizate prin acţiunea 
aceleiaşi RNA pollmeraze. 

i 
I -

H,ko~aza·;. baza 

H~H 
PP, HO OH 

i i L0 

~ L 
nl 

-Q-P-·0 -P-0-P 
I I i'o-o- o- o nl 

I c: 
H,CV.:o~z<l •·• baza- i 

i'.i"H"H 
HO OH 

Figura 2 5 . Mecanismul de acţiune al RNA pollmerazel 

În celulele mamiferelor, există maJ multe RNA pollmeraze-DNA dependente 
care catalizează sinteza mRNA. rRNA şi t RNA. 

La multe virusuri există enzime care sintetizează RNA total diferiţi de cel 
ale celulelor gazdă. De exemplu, RNA repllcaza din RNA fagul QP, este o RNA 
pol!merază RNA dependentă ce copie informaţia de pe un tipar RNA. 

Tiparul DNA conţine regiuni numite sltusuri promotor ce specifică legarea 
RNA pollmerazel DNA-dependente şi deci de unde începe transcripţia (de regula 
o purină şi notată +l) . La bactertl există două secvenţe poziţionate spre 
capătul 5' înaJntea prlmulul nucleotid care urmează a fi transcris. Aceste 
secvenţe s-au dovedit importante în inlţlerea transcripţiei : 

1) prima numită Pribnow box care are secvenţa consens TATAAT 
centrată în poziţia -10 şi 

2) o a doua numită regiunea -35 ce are secvenţa consens 
TTGACA. 

Genele eucariotice ce codlflcă proteine au sltusuri promotor cu o secvenţă 
consens TATAAA centrată aproximativ în poziţia -25. Această secvenţă, numita 
TATA box ( sau boxa Hogness), este slrnilară boxei Pribnow de la procariote. 
Mulţi promotori eucariotlci conţin de asemenea şi secventa consens CAAT 
centrată aproximativ în poziţia -75. Transcripţia genelor eucariote este 
stimulată de secvenţe enhancer, care se găsesc la distanţă de câteva kilobaze 
de sltusul start, fle pe partea 3', fle pe partea 5'. 
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tipar 
DNA 

tipar 
DNA 

-35 

TrGACA I I 
regiunea -35 

-75 

GGNCAATCT 

I I •·,,....~ 

b6.xa CAA':f 

(une&-Î prezentă) 

-10 +l 

TATAAT I I A 

boxa Prtbnow start 

-25 +l 

TATA I I· 
B 

boxa TATA start 

(HOGNESS) 

Figura 26. Situsurt promotor pentru transcripţie la procariote (A) şi la 
eucariote (B). 

RNA pollmeraza DNA dependentă acţionează de-a lungul tiparului DNA şi 

transcrie o catenă pâna atinge un situs terminator. Semnalul de terminare, la 
E .coll, este o structură Mhairpin" cu perechi de baze constituită în molecula 
RNA nou sintetizată. Această structură este formată p::ln împerechierea unor 
baze în secvenţe complementare bogate în G şi C. RNA nascent disociază 
spontan de RNA pollmerază când acest hairpln este terminat prtn mal multe 
resturi U. 

Figura 21. Secvenţa de baze 

la extremitatea 5' a unul mRNA 

la E.coll. 

(c'î 
u,?•( -

A•y 
i·r 
r·r r·r 
r·r 
r·r 

/ G•C, 
6"-C C A C A G A U U U U-OH 

3' 

Extstă şi posibllltatea ca sinteza RNA să fle terminată prtn acţ1unea unei 
proteine rho ( p ). Extstă puţlne detalll prtvtnd terminarea transcrtpţ1el la 
eucariote. 
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♦ Codul genetic 

Relaţia dintre secvenţa de baze în DNA şi secvenţa de -=i.m1noac!z1 a 
proteinelor codltlcate este stabilită de codul genetic. CRICK, BRENNER şi altll 
au stabll1t următoarele trăsături ale codulul genetic: 

⇒ un aminoacid este codificat de un grup de trei baze. numit codon; 

⇒ codul genetic este constltult din codoru nesuprapuşi parţial ; 

⇒ secvenţa de baze este citită secvenţial de la un punct fix de start ; 

⇒ pentru mulţi aminoacizi există mal mult decât un codon care-l 
specifică. 

În descifrarea cuvintelor de cod s-au utlllzat molecule de mRNA sintetice. 
Astfel. în 1961 NIRENBERG a pus în evidenţă ca polimerul sintetic poli (U), 
într-un sistem acelular de sinteză proteică, conduce la sinteza pol! (Phe), deci 
codonul UUU codifică fenllalanina. Un astfel de sistem acelular de sinteză 
proteică se prepară astfel: celule de ~ .col! sunt moJarate în prezenţă de 
alumină. resturile celulare fiind îndepărtate prin centrUugare. Extractul 
supemantant conţine DNA, mRNA, tRNA. ribozomi. enzime şi alţi constituenţi 
celular!. Dacă se adăuga ATP. GTP şi aminoacizi marcaţi radioactiv se poate 
unnări incorporarea lor în proteine prin incubarea amestecului la 37°C timp de 
o oră. Prin tratare cu acid tricloracetic se precipită proteinele şi se stopează 
procesul, în supematant rămănănd numal amlnoac!z!! !!beri. Precipitatul este 
spălat şi radioactivitatea este măsurată pentru a determina cantitatea de 
aminoacid marcat ce a fost incorporată în proteina nou sintetizată. La 
adăugarea enzimei deoxiribonuclează, tiparul pentru mRNA este distrus şi 
sinteza proteică încetează în căteva minute. Dacă se adaugă mRNA. sinteza 
proteică este reluată. 

mRNA sintetice au fost preparate utlllzănd pollnucleotid fosforllaza, 
enzima descoperită în 1955 de Marianne GRUNBERG-MANAGO şi de Severo 
OCHOA, care catalizează reacţia : 

(RNAln + rNDP ( ) (RNAln+ l + Pi 

şi care nu necesită un tipar. ln general. RNA sintetizat cu această enzimă 
are o compoziţie dictată numa! de raporturile ribonucleotidelor prezente în 
amestecul de incubare. secvenţa rezultată având un caracter intăn1plator. 
Pol! (U) a fost sintetizat prin incubarea unor concentraţii mart de UDP cu 
enzima.La fel s-au sintetizat mRNA sintetici : Poli (A )si Poli (C) punăndu-se in 
evidenţă ca tripleta AAA codifica llsina. Iar CCC - prolina . Poli (G) nu poate 
funcţiona ca un mRNA sintetic deoarece formeaza o structură triplu catenară 
helicoidală. 

Au fost utll!zate apoi ca tipare pollnucleot!de sintetice constănd din doua 
feluri de baze. De exemplu, un copolimer întăn1plator a U şi G conţine opt 
triplete diferit_e: UUU. UUG. UGU. GUU. UGG. GUG. GGU şi GGG. Cu w1 tipar 
ca conţine un raport molar de O. 76 U şi 0,24 G este incorporată Phe în cel mai 
mare grad deoarece predomină tripleta UUU. Um1ează Val, Leu. Cys, Trp şi 
Gly în ordine descrescătoare. Deci Val, Leu şi Cys sunt specificaţi de codoni 
care conţin 2U şi lG. iar Trp şi Gly sunt speclflcaţl de codoni care conţin 1 U şi 
2G. 
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KHORANA a reuşit sinteza de pollribonucleotide cu o secvenţă repetitivă 
deftn1tă. De exemplu. poli (UC) penn!te sinteza poli (Ser-Leu). deoarece tripleta 
UCU codltlcă serina. iar CUC - leucina . etc. 

Acest tip de experimente au penn!s stabillrea compoziţiei codonilor 
pentru toţi cei 20 aminoacizi. S-au detenn!nat 64 codoni dintre care 61 
corespund unor aminoacizi particulari, iar trei : UAG. UGA şi UAA nu specifică 
nici un aminoacid ci indică sfărşitul translaţiei. Codonll de terminare nu sunt 
utilizaţi cu aceeaşi frecvenţa. tripleta UAA (ochre) reprezentând semnalul 
normal( Tabelul 8) . 

Analiza codului genetic a penn!s remarcarea unor trăsături generale: 

⇒ Codul genetic este degenerat. Un aminoacid este codificat de mat 
multe cuvinte de cod. Degenerarea nu este uniformă, astfel SER şi ARG 
sunt aminoacizi care au şase codoni, VAL, PRO, IBR. Al.A şi GLY 
prezintă patru codoni, ILE are trei codoni, iar PHE, TYR. HIS, GLN, ASN. 
LYS. ASP, GLU. CYS câte doi codoni, MET şi TRP flind unicll aminoacizi 
codificaţi de câte o singură tripletă de nucleotide. 

Tabelul a . Codul genetic 

u C A G 

u uuu} ucul UAU} UGU} u 
UUC Phe ucc UAC Tyr UGC Cys C 

Ul!A} 
UCA Ser 

UM} 
UGA Stop A 

UUG Leu UCG UAG Stop UGG Trp G 

C cuul ccul CAU} CGU] 
u 

cuc · Hls cec CAC CGC C 
Leu CCA Pre CGA Arg CUA 

CM} 
A 

CUG CCG CAG Gin CGG - G 

A AUU) ACUi MU} AGU} u 
AUC lle ACC MC Asn AGC Ser C 

AUA ACA Thr 

~}Lys 
AGA} 

A 

AUG Mel ACG AGG Arg G 

G GUU] GCU] GAU} GGU) lJ 

GUC GCC GAC Asp GGC C 
Val GCA Ala GGA Gly GUA 

GM} 
A 

GUG GCG GAG Glu GGG G 

Degenerarea cuvintelor de cod este deosebit de evidentă la nivelul cekl de 
a treia baze nucleotidice. la extremitatea 3' a codonului. 

Codonii care specHlcă acelaşi aminoacid se numesc sinonimi. Majoritatea 
codonilor sinonimi diferă numai prin ultima bază a tripletei: dol codoni XYC şi 
XYU codificând uneori acelaşi aminoacid, în timp ce dol codoni XYG şi XYG -
uzual codifică acelaşi aminoacid. De exemplu, prollna este codificată de patru 
codoni: CCU. CCC. CCA şi CCG. Deci, primele doua Utere ale unul cuvânt de 
cod reprezintă determinanţii principali al specificităţii mesajului genetic. 
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CRICK denumeşte cea de a treia literă de cod. mal puţ1n specifică. bază 

wobble. 

Semnlflcaţia biologică a degenerării codului genetic nu a fost total 
elucidată. O ex--pllcaţle posibilă ar fi faptul că ·degenerarea minimalizează efectul 
unor mutaţi!. modificarea celei de a treia baze neconducănd la înlocuirea unul 
aminoacid cu altul in structura proteinei mutante. 

⇒ Codul genetic este fără punctuaţie. Nu există semnale care să indice 
începutul şi sfârşitul citirii mesajului unul codon. 

⇒ Cuvintele de cod au o pola.--itate specifică 5' - 3'. Astfel. codonul UCA 
spec!llcă SER. !ar codonul ACU - treonlua. 

⇒ Codul genet:c este aproape universal. lln mare numfu· de cercetări au 
Indicat faptul că diferite organisme vil ulillzcază aceleaşi structuri de 
codoni în spcclflcarea amlnoaclzllor. Astfel. când ribozomii din 
reticulocitele de Iepure care co11ţln m.RNA ce codlflcă hemoglobina sunt 
Incubaţi cu sistemele acelulare de sinteză proteică din E.coll se observă că 
are loc sinteza acestei proteine. 

S -au observat excepţll la codul genetic al m.ltocondr1llor omului: 

Tabelul 9. Abateri de la codul genetic universal ln mitocondriile omului. 

ccdon Cod standard Cod ml tocondr1al 

UGA STOP TRP 

UGG TRP TRP 

AUA ILE MET 

AUG MET ME,'T 

AGA ARG STOP 

AGG ·· ARG STOP 

Variaţii ·apar în mlto'condrii şi clllate - ceea ce reprezintă un punct de 
ramlflcare timpuriu în evoluţia eucarlo'telor. 

⇒ Evoluţia codului genetic. Mulţi cercetători consideră că acest cod 
genetic a apărut în cursul evoluţiei moleculelor biologice. Se pare că la 
început cuvintele codului genetic erau constituite din doua nucleotide. 
într-un număr suficient pentru a specifica cel 15 aminoacizi pr1mordlal!. 
Cea de a treia literă de cod putea ll folosită ca o virgulă. un semn de 
punctuaţie în translaţia mesajului genetic. Când pe parcursul evoluţiei au 
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apărut noi aminoacizi s-a Ivit necesitatea sporirll numărului cuvintelor de 
cod şi codonii au căpătat structll11 de triplete nucleotidlce. Un argument 
în favoarea Ipotezei evoluţiei codului genetic este prezentă feredoxtnelor 
din clostrld!l anaerobe ancestrale care au în compoziţia lor numai 13 
aminoacizi dlfertţi. 

Semnalul start de începere a sintezei proteice este complex. La bactertl 
codonii AUG şi mal puţin frecvent GUG pot constitui un tip de astfel de 
semnal. Deoarece AUG este şi codonul pentru Inserarea metioninei. iar GUG -
a valinei. semnalul start trebuie să fle mal complex. În Figura 28 
prezentăm semnale start pentru lnlţlerea sintezei proteice la (a) procariote şi (b) 
eucarfote. 

(a) 

-10 +l 

5' (Pu)11 AUG mRNA 

(b) 

5'Cap AUG mRNA 

Figura 2 8. Semnale start pentru lnlţlerea sintezei proteice la procariote (a) 
sl la eucariote (b) · 

Deci, la bactertl o secventa de rtbonucleotide bogată în purtne 
~avertizează~ asupra unul codon start AUG. La eucariote. tripleta AUG este în 
vecinătatea capătului 5' al mRNA. care are o structură cap ( m 7GirPPP) care 
blochează capătul 5'. 

7 metil 9uanozina 

o- fH3 • 

N• . 

~P- > , 2'-0-metil ribonucleozid 

~N N 
H,N ~• J' 5' Î Î Î 5d' BAZA (m"Ade, Ade, Gu!, Cyt, Ura) 

CH,-0-P-0-P-0-P-0-CH, o 
OHOH I I I 

O O- O- 0-
3' 2' 
O 0-CH, ) I BAZ ;Ade, Gua, Cyt, Ura 

O=P-0-CH, 0 
I 
O-

ANA 

2' 
0-(CH, or H) 
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Structura cap este ataşată la prtmul nucleotid transcrts. care are uzual o 
purină metilată la gruparea 2'-OH a ribozei. 

mRNA eucariotelor are nişte trăsături structurale unice. ce nu apar în 
rRNA şi tRNA ce il atuta în realizarea functlei lui biolo~ce. 

CAP poly(A) .• 

5•1---------i-----------+---+--IJ' 
30-sute de 
nucleotide 

m7 Gppp 

300-3000- nucleotide 5o-3oo 20-200 

nucleotide 

secventa· leader secventa sec'V'enta . trailer 
translabila 

Extremitatea 5' este blocată plin structura cap , urmează o regiune 
Mlea.der" netranslată ce conţine o secvenţă promotor. Regiunea translabiă 
începe cu AUG şi se termină cu UAG. UAA sau UGA fiind urmată de o regiune 
"trailer'' netranslabllă şi de o coadă poll (A) la capătul 3'. Regiunea "leader'' are 
o lungime variabilă şi include situsul de ataşare la rtbozom. Coada poll (A) 
variază de la 20 la 200 nucleotide. 

Structura 5'cap blochează acţiunea RNA exonucleazelor şi fosfatazelor 
care pot ataca aceasta extremitate, având şi un efect poz1tlv asupra 1niţier11 
translaţiei. Structura m7GpppN are o conformaţie rigidă care, favorizând 
stivuirea bazelor, promovează formarea unor complexe de 1niţlere stabile. Un 
mesaj cu un capăt 5' metilat este mai eficient decât nemetilat 5'-GpppN sau 
necapat 7'-pppN. 

Rolul coz11 poll (A) este neclar, existând poslbUitatea de a funcţiona în 
transportul mRNA plin membrana nucleară, de a împiedica atacul 
exonucleolltic la capatul 3', sau în interacţia mrNA cu proteine ribozomale sau 
neribozomale. Deşi majoritatea mRNA au o coada poll (A), există şi excepţ11 care 
nu au această caracteristică. 

Există două tipuri de proteine asociate cu mRNA eucariotelor. Un tip se 
leagă puternic la regiunea 5' cap şi al doilea tip la extremitatea 3'. 

mRNA eucariotelor conţine informaţia pentru o singură catenă 

polipeptidică, deci este monocistronic, în timp ce mRNA procariotelor 
este pollcistronic. 

♦ tRNA 

Secvenţa de baze a unui tRNA a fost determinată pentru prtm~ dată în 
1965 de HOLLEY, în cazul tRNAAla din drojdie. Această performanţă, rodul a 
şapte anl de cercetări, a permis stabilirea rolului adaptor a acestei molecule de 
76 resturi de ribonucleotide. Ultertor şi alte molecule de tRNA au fost studiate 
şl structurlle lor elucidate. Toate moleculele de tRNA prezintă nişte 
caracteristici comune: 

1) Au structuri primare monocatenare. fiind constituite din 73+93 
uibonucleotide, şL qu mase moleculare de circa 25 KD. 
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2) Conţin multe baze neobişnuite, 7-15 per moleculă. Multe d11Jtre 
ele sunt derivaţi metllaţl al A U, G şl C, metilarea survenind prin 
modificarea enzimatică a unul tRNA precursor. Metllarea previne 
formarea unor perechi de baze conferind o structură secundară tipică 
tRNA şi crescând caracterul hidrofob a unor regiuni, Importante în 
stabilirea de lnteracţll cu enzime citoplasmatice şi proteine 
ribozomale. Alte modlflcărl sunt Importante în recunoaşterea 

codonului. 

3) Capătul 5' al tRNA este constituit din pG. 

4) Secvenţa de baze de la extremitatea tuturor tRNA este CCA 
Amlnoacldul activat este ataşat la gruparea 3'-0H a adenozlnel 
terminale. 

5) Aproxlmativ jumătate din nucleotidele din tRNA formează perechi 
de baze şi segmente duplex. Cinel segmente nu formează perechi de 

. baze: regiunea terminală 3'-CCA: bucla T'PC care are secvenţa 
rlbotimlnă-pseudouracll-cltozlnă: braţul extra care .conţine un 
număr variabil de resturi: bucla DHU care conţine câte resturi de 
dlhldrouracll şi bucla anticodon. 

6) Bucla anticodon constă din şapte baze cu următoarea secvenţă: 

5'-Py-Py-X-Y-Z-Pu modlflcată-Baza varlabllă-3' 

J~ Situs de legare 
- al aminoacidului 

A 
C 

extr'emitatea C 

5' :-1·, 

Figura 29 ,.Trasaturlle generale bucla -ryc 
structurale ale moleculelor de tRNA 

1 
.J-.-r-T-r.a< 

1 

Structura tridimensională a 
unei molecule de tRNA a fost 
elucidată în 1974 prin studii de 
cristalografie cu raze X reallzate de 
RICH şi KLUG. Analizele lor Independente asupra tRNAPhe au condus la 
următoarele concluzll: 

1) Molecula are forma literei L. 

2) Există două segmente de dublu-heltx. Fiecare din aceste 
segmente conţine circa 10 perechi de baze, ceea ce corespunde unei 
ture de heltx. Segmentele hellcale sunt perpendiculare unul pe 
~elălalt, conferind moleculei forma literei L( Figura 3o .) 
Imperechlerea bazelor în modelul fnmzel de trifoi, postulată pe baza 
studiilor de secvenţă. este corectă. 
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GG.AA sl AC. Ma! mult. scheletul ribozo-fosfat lnteracUoneaza cu 
unele baze sl chiar cu alte regiuni ale acestuia . Grup:c_irile :2'-OH ale 
resturilor de riboza actlonează ca donori/acceptor1 de proton! în 
multe Interacţii între nuclee aromatice adiacente şI Joaca un rol major 
ln stabilizarea arhltecturll molecule!. 

4) Segmentul CCA terminal conţinând sltusul de ataşare al 
am!noacidulul este la un capăt aI literei L. La celălalt capăt este bucla 
a;itlcodon. Distanţa dintre restul amlnoac!l d!n amlnoacll-tRl\Ja şi 

ar1tlcodon este de clrca SOĂ. Buclele DHU ş! T'i'C fonnează cornerul 
interacţionează puternic cu restul moleculei. Această parte a 
moleculei îşi poate modifica conformaţia în timpul activării 
amlnoacizllor ş! de asemenea în timpul sinteze! proteice pe ribozom. 

5) Segmentul terminal CCA sl regiunea helicala vecină nu 
intercţionează puternic cu restul molecule!. Această parte a moleculei 
işl poate modifica conformaţia în timpul activării arnlnoacizllor şl de 
asemenea în timpul sintezei proteice pe ribozom. 

Figura 30 

Structura terţiara a tRNA 

Analizele cu raze X ale tRNA eucariotelor arată o arhitectură moleculară 
slmllară. 

Braţul de legare al amlnoac!dulul este Implicat în legarea unul anumit 
aminoacid. confonTl Instrucţiunilor date ele anttcodonul tRNA care se leagă la 
un codon specll1c din structura mRNA În 1957. ZAMECNIK şi HOAGLAND au 
descoperit enzimele care cataJ!zează această legare (activarea am.lnoacldulul) 
aminoncil-tRNA sintetaze: 
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R-CH-COOH + tRNA + ATP~--R-CH-C0 O-MC-tRNA + PP1 

I I 
N~ N~ 

Există cel puţin câte un tRNA specific şi câte o slntetază specifică pentru 
llccare ct111 cel 20 amluoaclzl protdcl. Codonii stop UM. UAG şi UGA nu sunt 
recu11oscuţl de molecule U~A ci de nişte proteine speclllce, num1te facturi de 
el!uerare. · 

Antlcodonul tRNA este sltusul de recunoaştere al codonului din stn1ctura 
mRNA. cu care staulle-1te punţi <le hidrogen. S-a demonstrat că struc tura 
arnlnoacldulul ataşat la tRNA lui speciile nu este recunosr.ută de codonul 
care-l speclflcă din mRNA. rolul adaptor avându-l tRNA. În experienţa 
prezentată prlI1 reacţl11e : 

slntetaza 

Clstel11a +tRNAl..Y" - HS-CHrCH-CO-O-tRNAcy• ___ CI-13-CH-CO-O-tRNA' 

r---., I I 
ATP AMP+PP NI-12 NH2 

se formează un hibrid care. plasat într-un sistem acelular de sinteză a unei 
protd11c (11c11wgluul11a - pe reticulocite de Iepure) produce un mutant cu 
resturi de Ala in locul celor de Cys. Deci. restul am1noacll nu are nici un rol în 
selectarea codonului. 

În continuare vom analiza tipul de Interacţii codon-antlcodon. 

Prima Ipoteză a fos t că fiecare baza a codonului fom1ează o pereche 
WATSON CRlCK cu o bază complementară a antlcodulul şi că atât codonul 
cât şl anticodonu1 sunt alinia \! antiparalel. 

Ulterior s-a descoperit că moleculele pure de tRNA pot recunoaşte mal 
mult decât un codon. De exemplu, tRNAAJ• din drojdie .studiat de HOLLEY, . se 
leagă la trei codoni: GCU. GCC şi GCA. care au primele două baze identice şi 
diferă prin a 3-a bază ( degenerarea codului genetic) . 

Pe baza unor analize sterlce, CRICK a presupus că stablllrea punţilor de 
hidrogen la nivelul celei de a treia baze este mal puţin critică decăt în cazul 
primelor doua. Au fost studiate modele cu cllferlte perechi de baze, care sunt 
similare cu perechile de baze standard AlJ şi GC în ceea ce priveşte distanţa şi 
unghiul dintre legături.le gllcozldlce. În aceste studll a fost Inclusă lnozlna, care 
apare frecvent în stnictura unor antlcodonl. Presupunând un grad de libertate 
s terlca ("Wobble"} în lmperechlerea celei de a 3-a baze a codonului s -au 
consta tat anumite comblnaţ11 plauzibile ( Tabelul 10). 

Prima bază a anticodonulul A 3-a bază a codonu.lui 

C G 

A u 
u AsauG 

G U sauC 

1 U. C sau A 

60 

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Ipoteza Wooble este astăzi confirmată. Antlcodonll tRNA cu secvenţă 
cunoscută se leagă la codonii prezişi de aceasta ipoteză . De exemplu. 
antlcodonul tRNAN" din drojdia de bere este IGC sl recunoaşte codonii GCU. 
GCC şI GCA Ne reamintim ca, prin convenţie, secvenţa nucleotidelor trebuie 
scrisă în direcţia 5'--3': 

Anticodon Anticodon Anticodon 

3'-C-G-I-5' 3'-C-G-1-5' 3'-C-G-1-5' 

5'-G-C-U-3' 5'-G-C-C-3' 5'-G-C-A-3' 

Codon Codon Codon 

H 
I 

H C O 
' c""' '-c<"" 

I I 
_.,, N--.._ / N'-

C' C H . 
I li 

o 

1-U 1-C I-A 

Două generallzărt privind Interacţia codon-antlcodon pot fi făcute : 

1) Primele două baze ale unui codon formează perechi de baze 
standard, recunoaşterea fiind precisă. Deci, codoni ce diferă prin 
primele două baze trebuie să fle recunoscuţi de diferiţi tRNA 

2) Prima baza a unul antlcodon. dintr-o secvenţă consens 
determină dacă o moleculă de tRNA Interacţionează cu 1. 2 sau 3 
tipuri de codoni: C sau A (un codon). U sau G (dol codoni), I (trei 
codoni). Deci parte din degenerarea codului genetic derivă din 
împerechlerea Imprecisă (wobble) a celei de a 3-a baze a codonului. 
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Cele 60 de gene ale moleculelor tRNA <lin 
E.co!! sunt grupate în 25 un.Hăţi care sunt 
transcrise în precursori multirnerlc1. Unele 
unităţi codifică şi rRNA. in timp ce altele conţin 
numai tRNA Unul dintre aceştt transcriptJ( 
F!gura 31 ) este precursorul a şapte specll de 
tRNA: 

unul specific pentru Leu, 

dol -pentru Met interne, 

câte 2 pentru două tipuri de codoni al GLN. 

Transcrlptul primar de 950 nucleotide este 
scindat de ribonucleaza P pe latura 5' a 
primului nucleotid din fiecare tRNA matur. 
Rlbonucleaza D tale apoi capătul 3'expus al 
fiecăruia pâna ajunge la secventa CCA care 
devine capatul 3' al moleculei mature. 

RN-aza P este o enzimă cu structura 
rlbonucleoprotelcă care constă dintr-o parte de 
377-nucleotlde (componentul M l RNA) şi o 
proteina de 20 KD. ALTMAN a descoperit că 
acest component RNA posedă activitate 
enzimatică. La concentraţii mal mari decât cele 
flzlologlce. 60 mM Mj+. M 1 RNA 
Interacţionează specific cu substratul deoarece 
posedă grupări catalitice. Rolul proteinei este 
subsidiar, inuucând creşterea vitezei de 
hidroliză şi perm.ltând ca reacţia să albă loc şi la 
concentraţJI mult mal mici de Mg. 

OH 
3' 

6' 
pP() 

Figura 31 • Structura unul 
transcript primar de 950 nucleotide. 
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Acest tip de RNA intră în compoziţia ribozomilor. care sunt particule 
intracitoplasmatice de natură ribonucleoproteică, implicaţi in sinteza proteică. 
Compoziţia şi caracteristicile ribozomilor din diferite tipuri de celule sunt 
prezentate în tabelul 11: 

Tabelul 11 . Caracteristicile ribozomilor 

RIBOZOMI de la E.coll Ficat sobolan 

Greutatea 2700 KD 4220 

Diametrul 200Ă 

Coeficient de sedimentare 70S 80S 

Subunitatea mare cuprinde: 50S 60S 

tipuri de rRNA 23 S si 5 S 28,S 5,8 S. 5 S 

număr proteine 34 49 

Subunitatea mica cuprinde: 40S 

tipuri de rRNA 16 S 18 S 

număr proteine 21 33 

Speciile moleculare de rRNA reprezintă cca 80 o/o din totalul RNA celular, 
fllnd stabili metabolic!. Această stabilitate, corespunde funcţionării repetate a 
ribozomilor şi este mărită de asocierea cu proteinele ribozomale. 

La procariote, cele trei specil de rRNA- 5 S, 16 S şi 23 Sau o arhitectură 
critică, prin pliere formând multe regiuni duplex scurte. In Figura 33 
prezentăm modul de pliere al 16 S rRNA Capătul 3' al acestuia joacă un rol 
cheie în selectarea situsului start de pe tiparul mRNA De fapt sltusul de legare 
al mRNA şi capătul 3' al 16 S rRNA sunt situate adiacent pe subunitatea 30 S. 
Capătul 3' al 16 S rRNA conţine o secvenţă de şapte baze bogate în plrimidlne, 
complementară cu o regiunea iniţiator de pe mRNf,., care Indică începerea citlrll 
mesajului genetic şi biosinteza proteinei codificate : 

3'0H G 

I I 
A A 
I I 
U C 
I I 
UCCUCCA 

5' · · · · · · · · · · · · · · · · · AGGAGGU ····AUG · · · · · · ·. · · · · · · 3' mRNA 

Codonul AUG indicând startul sintezei proteice. 

Pe subunitatea mica a ribozomului există şi două sltusurl de legare a 
tRNA 
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Figura 32· Structura se~undară a 16 S rRNA 

Moleculele rRNA sunt formate prin 
scindarea unor molecule transcrlpt 
prln1are ce conţin un aranjament 1n 
tandem a unităţilor 16 S, 23 S şl 5 S ( 
Figura 3 3J . Aceşti precursori mari sunt 
cod!ftcatt de şapte operonl nn dlferltl. În 
fiecare transcrlpt. 1-2 molecule de tRNA 
se află intre 16 S şl 23 S rRNA. filnd 
unnat de 5 S rRNA. Precursorul RNA 
este scindat de RNaza III 1n doua 
fragmente: pre-16 S şl pre-23 S. 
Transformarea acestora are loc după 
legarea proteinelor ribozomale la aceste 
fragmente. 

1ANA 

Figura 33 • . Procesarea unul 
transcrlpt primar ce cantine trei 
specU de rRNA st o specie de tRNA 
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+ Gene continue şi gene întrerupte . Procesul de splicing 

YANOFSKY a demonstra t corespondenţa lineară dintre o genă şi produ~ul 
el polipeptidic utlllzând mutanţi al E.coll ce produc o moleculă modiflcată a 
catenei a a triptofan sintetazel. enzimă care catalizează etapa finală în sinteza 
triptofanului. Aceleaşi concluzii au fost ulterior obţinute în multe alte sisteme. 
Deci, genele şi produsii lor polipeptidici sunt coliniari. 

La bacterll. catenele polipeptidice sunt codificate de un aranjament 
continuu de triplete codon a DNA La organismele superioare, multe gene sunt 
discontinue, fiind întrerupte de secvenţe de nucleotide neinfonnaţlonale, 

n umite intronl. 

De exemplu. gena catenei ~ a hemoglobinei are doua secvenţe intron : 
una de 120 şl lata de 550 perechi de baze : 

240 120 500 550 250 perechi de baze 

Secvenţele informaţionale se numesc ~xonl. 

In principiu. secvenţele lntron şi exon se evidenţiază prin studll de 
microscopie electronică pe hlbrlzl formaţi între m.RNA şl DNA ce codifică o 
catenă pollpeptidică dată( heteroduplexurl DNA-RNA) . Duplexul DNA este 
parţial topit pentru a permite mRNA să hibridizeze cu catena complementară a 
DNA Dacă există un lntron, hibridul DNA-RNA formează o buclă, dacă exista 
doi formează - două bucle. etc.( Figura 34 .). Dimensiunile şi locallzărtle exacte 
ale acestor lntronl se detennlnă prin tratarea h eteroduplexurtlor cu nucleaza 
S 1 c:ll'e degradează &peclflc bazele neâmperechlate ale DNA lăsând intacte 
fragmentele genomlce de DNA legate la mRNA funcţionali. Secvenţele 
funcţionale ale genei sunt denumite exonl deoarece ele ies ( ~ exif' ) din nucleu 
pentru a-şi lndeplin1 rolul biologic în citoplasmă. 

Figura 34~ 

Heteroduplexurt 

DNA-mRNA în cazul 

a) unu! 9,!>iA fără intronl 

b) unw DNA cu un lntron 

(b) 

catena DNA 
singulara 
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Structura RNA transcrisă în nucleu , după mesajul genetic din DNA este· 
num.!tf1 tnmsc1ipt primar sau 12IT-mRNA , reprezentând o secvenţă mult mai 
mare decât cea corespunzătoare mR.i'iA matur. Intronti sunt acele secvenţe din 
genă care sunt copiate in transcriptul primar şi apoi îndepărtate din mRNA 
matur pr1n procesul numit Mspllclng". Exonli sunt secvenţele din pre-mRNA 
Lîcluse şi în 1r~'{NA matur. 

Procesul de Msplicing" are loc înainte ca RNA să părăsescă nucleul, 
reprezentând o etapă importantă în reglarea expreslel genetice la eucariote. 
Astfel, de la un s!:1gur transcrlpt prlmar, prtn procese de Msplfcing" la sltusurt 
diferite pot rezulta mal multe molecule de m.Ri"J'A ce pot genera diferiţi produşi 
proteici. Acest fenomen poate conduce la sinteza de proteine înrudite deoarece 
includerea sau excluderea unor exonl lndivldtm '. · poate să le modlflce 
structura. funcţia ş! /sau locaHzarea . Procesul de "splicing" diferenţial poate . 
de asemenea. "comuta citirea" mesajului genetic . oferind flexibilitate în 
crelerea de proteine cu diverse structuri şi funcţti , codificate de o singură 
genă. 

La trlpanosoml şl nematode s-au pus în evidenţă procese de rearanjare a 
secvenţelor de Rl\JA . organismele respective posedând mecanisme de "trans
splicing". Acest proces de "trans-splicing" este o reacţie intennoleculară ce 
produce w1 mRNA cu secvenţe exon originale din două molecule transcrlpt 
separate. 

In Figura 3 5 prezentăm schema transcripţie! genei '3 a globinei cu 
formarea unui transcrlnt primar de 15 S ce conţL"'le două reg1un1 
netranslate, care su=,t scindate şi legate simultan printr-un proces numJt 
"spliclng" ( scindare-sudare) cu formarea mRNA matur de 9 S. 

Figura 35 . 

Transcriptla genei catenei (3 

a globinei cu formarea unul 

transcrtpt primar ce suferă 

procese post-transcrtţlonale 

de "maturare". 
l transcriptie 

tr anţlcr ,i,. pţ. _primar 
116 

5' 3' 
90 222 126 

1 splicing · 
5' 3' 

90 222 126 

mRNA matur a~ globinei 

Intronll există virtual la toate genele manllferelor şi vertebratelor, precum 
ş! în gene ale microorganismelor eucariote ( droJdll ) dar cu o frecv c: 11 \ă mal 
mică. Numa rul şi d1menslunlle lntronllor variază de la o gena la alta. de 
exemplu genele care codillca catenele lungt ale colagem.Ju1 având aproape 40 
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e.xonl. O trăsătură comună în e.'{J)r1marea acestor gene este faptul că e..xonll lor 
s: uir odonat! in acelaşi sens în nlR!'J'A ca şl în DNA Astfel. genele disconUnue ( 
spltr) • asemenea genelor continue sunt colin.lare cu produşii lor polipepticlici. 

Operaţia comple..xă de "spliclng" este realizată de spllceosom care este un 
com;)le..x mare RNA-prote!ne ce catalizează îndepărtarea !ntronllor clin 
pn::curs-,rul ,2re-mRNA nuclear . Această maşinar!e enzlmatlcă recunoaşte 

senmale în RNA nascent ce speclflcă situsurt splice. lntronll aproape totdeauna 
încep cu GU ş! se sfârşesc cu AG. precedat de o regiune bogată în p!r!rnicline. 
Ace-astă secvenţă consensus es te parte d1n semnalul pentru splicing ( Figura 
36) . 

s1tus splicing 5' sltus splicing 3· 

l J 
5· -~I E_X_O_N_l~--GU ................... eecventa pirlmidine ... AG --t,.....E_X_O_N_2~1- 3' 

.__ __ IN1RON __________ ___. 

F!gura 36. 
mRNA 

Secvenţa consensus pentru "sp1i.cing"-ul precursor!lor 

Spl!ceosorrml are o structură dinamică care se asambl<:>ază cu tr2r1scr!p tul 
pre-mRNA Nucleul ş! cltosolul conţine multe Upurt de molecule m.lc1 de RNA 
cu mai puţln de 300 nucleotide : 

snRNA ( small nuclear RNAJ ş! scRNA ( small cytoplasmic RNA). 

Aceste molecule miel de RNA sunt asociate cu proteine specifice cu 
formarea de complexe : 

snRNP ( smaU nuclear ribonucleoprotein particles) ş! scRNP ( small 
cytoplasmic ribonucleoprotein particles) • denum.lte de unll cercetatorl ş! 
"snwps", respectiv "scwps". 

Spl!ceosomul care are un coeficient de sedimentare 60 S conţlne pe lăngă 
mRNA precursor mai multe tlpurt de snR.PN : 

1) Ulsn RNP recunoaşte sltusul de splicing 5", conţinănd de fapt o 
secvenţă complementară cu acesta: 

2) U2sn RNP se leaga la un sltus de ramlfl.care ( branch) şi la 
secvenţa de p1rtm1dine prtntr-o reactle ATP dependentă; 

3) U5 sn RNP recunoaşte s1tusul de splicing 3· • 

4) două sn RNP U4 şl U6 participă la asamblarea spliceosomului . 

CECH a descopertt un proces de splicing autonom în eliberarea unui 
lntron de 413 baze d.lntr-un precursor al unui rRNA ( L 19 rRNA) d.ln. 
Tetrahymcna (un protozoar clliat) . Intronul d1n acest RNA precursor este 
îndepărtat prin activitatea catalitică a RNA însăşi . Scindarea 1n1ţlala este 
catalizată de o moleculă de GMP ce atacă legatura fosfodiesterlcă d.lntre două 
baze specifice ( UpA) de la capătul 5" al lntronulul (Figura 37) . La capătul 5· al 
lntronulul este adăugat GMP formâdu-se o secvenţa 5·pGpA----, tar la 
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e.xtremltatea 3' a exonulul ramâne un rest de ur1dina cu o grupare h1droxlţ 
llberă. 

Figura 37. 

Procesul de auto-splicing 

al intronulu1 din precursorul 

rRNA de la Tetrahymena. 

PRECURSOR ,RNA 3• 

INTRONr) 

\l 
llm:!:IZll!lll!IZll:Z::=!111 UpA ))I ....iGpUm:z:=== =• ~_/ l 

"2~ I . 
3' . 

-=::::m:m::l:!lll:IIClll--OH GpUa===c::::z::a 
3' 

'----1< 

l INTRON 

Aceasta grupare 3'-Wdroxll atacă legătura fosfodtestertcă dintre bazele 
(GpU) de la capătul 3' al intronu1u1 formând rRNA matur. Introuul ellberat 
sufera o reactle ulterioara de scindare-legare ce generează o moleculă circulară 
de RNA şi un scurt fragmet llnear . 

Acest intron ellberat catallzează transformarea şl a altor molecule RNA s 
la situsur1 speclflce fără a se consuma, acţionând ca o adevărată enzimă. motiv 
pentru care a fost numlt rtbozim. 

În mod concret. CECH a descoperit că L 19 RNA catallzează scindarea
sudarea ( splicinguO substratelor ollgonucleotldtce ( Ci:, - penta-citldilatul) într
o manieră înalt speclflcă: 

C5 --- ---------------- C4 • C3 deci are o activitate Rnazică • 

C5 --- - ----- - --------- C6 deci are o activitate RNA polimerazica 

Pentacitldilatul (C5) poate fl transformat de L 19 RNA în ollgomert mal . 
lungi (. Cs) şi mal scurţi ( C4 şi C3 ) în mod spec;lflc . Deci L 19 RNA se 
comporta atit ca o ribonuclează cât şi ca o RNA pollmerază. 

Această RNA enzimă acţionează mult mat rapid asupra C6 decât asupra 
U6 şi nu actlonează asupra A6 şi G6. Ea respectă cinetica Michaells-Menten,' 
având o KM de 42 µM şi o kcat de 0,033 s· 1 pentru C5. Necesitatea absolută 
pentru o grupare 2'-hidioxll în ·substrat este demonstrată prtn obseivaţia ~ă 

' \ . 
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deo)l.i-C5 este un lnhlbltor 'competitiv a lui C5 cu Ki = 260 µM. Deci. L 19 RNA 
respectă caracteristicile unei catalize enzimatice clasice: gradul înalt de 
speclflcitate de substrat. cinetica de saturaţie Michaells-Menten şi 

susceptibilitatea la inhlblţ!a competitivă. 

C5 se leagă la un sttus specific de pe L 19 RNA O parte d1n cele cinci baze 
C ale substratultj formează probabil perechi de baze cu o secvenţă bogată în 
G. Legătura fosfodiesterică dintre C4 şi C5 este apoi ataşată la gruparea 3'
hidro1dl a G ternllnal d1n această R.!\JA-enzlmă. O legătură fosfodiesterica este 
formată intre G tenu.lnală a &~A-enzimei şi C ternllnală a substratului 
producând un lr1termediar covalent -GpC. Concomitent C4 este eliberat în 
timpul aceste! reacţl.1 de transestertflcare. Această nouă legătură fosfodiestertcă 
înalt labilă poate fi atacată de apă, eliberându-se pC şi rearanjând RNA
enzlma. Această serie de 3 etape ex"})lică activitatea ribonucleazlca a L 19 RNA 

A GoH 
~ B GoH 

,I, 

-..L. c;c;c;c; pC 
RRRRflft • ...._ RRĂĂĂĂ......_ . 5' 

pC 5' 

"' 

~H20 :?J ~ ~]j 
~ 

GpC 
GpC t 

c;:c;:c;:c;:c;:oH 
~ RRRĂĂĂ......_ 

5' ~ RRRRRR......_ 
s· 

D C 

Figura 38 . Mecanismul propus pentru acţiunea catalitică a L 19 RNA 
A) RNA-enzlma L 19 RNA ; B) C5 este legat la enzimă prtn punţi de hidrogen. 
pC .terminal este legat covalent la G terminal al enzimei. C) Hldrollza legăturii 
GpC readuce enzima la starea ortgtnala.D)Altematlv pC ataşat covalent poate fi 
atacat de o a doua moleculă C5 dând C6 • 

Astfel. intermediarul covalent -GpC poate fi atacat fle de HO- fle de 
gruparea 3'-0H a celui de al doilea substrat. Hidroliza este favorizată la un pH 
mare. în timp ce transestertflcarea la forma C6 este promovată la o concentraţie 
mare de substrat C5• C6 astfel fonnat poate fi alungit la C7 sau mal mult. prin 
react11 de transestertficare succesive. Deci legătura fosfodlestertcă a -GpC este 
neobişnuit de reactivă deoarece este activată electrostatic pentru a forma o 
stare de tranziţle pentacovalentă. · 

Viteza de hidroliză a C5 de către această RNA enzimă este de circa 1010 ori 
mai mare decât \.iteza reacţiei necatalizate. 
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Această caracteristică a RNA l-a conrl.us pe GILBERT să presupună că 
moleculele de RNA şi-au catalizat propria replicare şi a dezvoltat un repertoriu 
de activităţi enzimatice. În aceasta etapă, RNA a început să sintetizeze proteine. 
Apoi DNA a fost fommt prin transcripţia inversă a RNA şi DNA a înlocuit RNA 
ca material genetic datorită duplexului mai stabil ce pennite şi stocarea unui 
volum mai mare de informaţii genetice. 

Compararea secvenţelor DNA a genelor ce codiflcă proteine înalt 
conservate în evoluţie sugerează că intronll au apărut în cursul evoluţiei acum 
cca 109 ani. Mai mult. un mecanism comun "splicing" a fost dezvoltat înainte 
de divergenţa fungilor. plantelor şi vertebratelor. astfel că extracte d1n celula 
mamiferelor pot realiza procesul "spUcing" a RNA d1n drojdie. 

Multi exoni codifică unităţi structurale şi funcţionale discrete ale 
proteinelor. De exemplu. exonul central din genele mioglobinei şi hemoglobinei 
codifică regiunea d1n vecinătatea a hemului implicată în legarea reversibilă a 
0 2 • Alţi exoni specifică segmente a-helicale ce ancorează proteine în 
membranele celulei. Un domeniu întreg al unei proteine poate fi codiflcat de un 
singur exon. Este posibil ca noi proteine să ia naştere în evoluţie prin 
rearanjarea exon!lor ce codifică elemente structurale discrete. situsurt de legare 
şi situsuri catalitice. Intronli sunt regiuni în care DNA poate fi scindat şi 
recombinat fără vreun efect periculos asupra proteinelor s1Iitetlzate. În 
contrast. schimbul de secvenţe între diferiţi exoill conduce obişnuit la 
pierderea funcţiei. 
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5. REPLXC.1.~~A DNA 

◊ Pri:o.cipiul replicării 

Modelul dublu helicoidal al Iul WATSON şi CRICK sugerează un 
mecanism pentru replicarea DNA. confonu căruia catenele 
complementare ale duplexului parental acţionează ca 1m tipar pentru 
sln:eza a două no! molecule tl!ce de DNA dublu catenar. În fiecare din 
duplexurile t'ilce. una din catene provine dln DNA parental. 

O demonstraţie a repllcărti serniconservative a DNA a fost făcută de 
~.':!:LSON şi ST.AiiL. O cultură de E.coli a fost crescută mal multe 
generaţii pe un med!u cu 15NH4Cl - ca unică sursă de azot . Dln această 
cultură s-a Izolat un DNA greu (proba 1). marcat cu N15. Apoi. cuitura a 
fost trecută pe tm mediu cu 14 NH4Cl şi a fost separat sl caracterizat DNA 
(probele 2... n) timp de mal muite generaţii de bacterii. prin studll de 
sedimentare la echilibru într-w1 gradient de densitate în CsCl. 

Figura 39. Principiul 

e.'<pertenţel Iul MESELSON 

şI STAHL 

DNA usor( 14N ~ 
DNA hibrid -u 

prima generatie 

a doua generatie 

DNA din proba 1 are o densitate mare . datorită Izotopului greu al 
azot11lt1!. DNA din proba 2 are o densitate mal mică( medie) . Probele 3 ... 
n prezintă două benzi de sedimentare: una corespwizătoare DNA dln 
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proba 2 (cu densitate medie) şl una corespunzătoare DNA uşor, cu mlcă 
densitate. Rezultatele acestor studll arată că DNA dln proba 2 este un 
DNA lllbr!d care conţine o catenă pollnudeotldldlcă grea (cu 15N) şl o 
catenă pollnucleotld!dlcă uşoară (cu 14N). Deci, replicarea se realizează 
într-o manieră semlconservatlvă . 

În 1958. Arthur KORNBERG a izolat dln E.coll o enzlmă care 
catalizează sinteza DNA, pe care a numit-o DNA-pollmeraza. Astăzi este 
denumită DNA pol!meraza I deoarece au fost descoperite mal multe 
enzime de acest tip. sUut fiind ca replicarea DNA este realizată prin 
coroborarea a peste 20 proteine. 

DNA pollmeraza I are o catenă polipeptidică de 103 KD, ce 
catallzează adiţia succesivă de un.l.tăţl deox1ribonucleotldlce la c ~atena 
de DNA: 

(DNA)
0 

+ dNTP,.__ __ _,. (DNA)n+l + PP I 

DNA po!1meraza I necesită : 
1) prezenţa tuturor celor patru precursori în stare activată: 

dATP, dGTP. d1TP, dCTP, precum şi a ionilor de Mg2•: 
2) prezenţa unul DNA primer la care enzima adaugă 

deoxlrtbonucleotlde la gruparea lui 3'-0H termlnală; 
3) prezenţa unul DNA tipar. care poate fi monocatenar sau un 

dlcatenar în care scheletul pentozo-fosfatic este scindat la cel 
puţln un sltus. 

Reacţia de alungire a catene[, catalizată de DNA polimerază este un 
atac nucleofil al grupării 3'-0H tennlnale a prtmerulul asupra atomulul 
de Pa a dNTP. O legătură fosfodlestertcă este formată prin eliberarea 
concomitentă a plrofosfatulut. Unnează hldrollza acestula dln urmă, sub 
acţlunea plrofosfatazel anorganice, ceea ce aslgură ireverslbilltatea 
reacţiei. Alungirea DNA are loc in direcţia 5'-3'( Figura 40) 

DNA pollmeraza catalizează formarea unel legături fosfodlesterlce 
numaJ dacă baza nucleotidului care vlne este complementară bazei de pe 
catena tipar. Probabllltatea fonnărll unei legături covalente este foarte 
mică dacă baza care urmează a fl inserată nu formează o pereche de baze 
tip WATSON-CRICK cu o bază de pe catena tipar. Deci, DNA pollmeraza 
este o enzimă direcţionată de tipar. 

72 

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Cate~a pri!ller Catena primer 

Figura 40. Prlnclplul mecanismului de acţiune al DNA pol1meraze1 

~ Furci de replicare 

Deci DNA este replicat de DNA oollmeraze DNA der)endente. care 
utilizează ca tipare DNA monocatenar, catalizând sinteza unei catene 
complementare cu tiparul. John CAW.NS studllnd cromozom.I în timpul 
repllcăr11 prin autoradiografie şl apo! prin m1croscop1e electronică, 

utilizând DNA marcat prin incorporare de tlmină sau t1m.ld1nă tr1Uată a 
demonstrat forma DNA E.coll în replicare : un cerc inchls cu o bucla 
interna. Astfel de forme se numesc structuri 
theta ( 9) datorită asemănăr11 cu litera 
greceasca . Aceste structuri theta arată că 
moleculele DNA îşi menţin forma lor 
circulară când sunt replicate, catenele DNA 
se desplral1zează complet servind ca tipare 
pentru sinteza de noi molecule DNA Dec.I, 
sinteza DNA este insotită de desplrallzarea 
DNA parental. Un sttus de depliere 
simultană cu sinteza este numit furca de 
replicare. 

Necesitatea ca DNA parental să se depileze la furca de repUcare 
intămplnă un mare obstacol topologic. De exemplu, DNA E.colJ este 
replicat cu o viteză de cca 1 OOO nucleotide/ secunda. Dacă ţinem seama 
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că lungimea cromozomulu1 este de clrca 1300 µm ş1 de faptul că 

molecula este circulară realizăm imensa forţă de împotrivire la procesul 
de despirallzare. Structurile supercoil negative din DNA promovează într
un grad mic ( 5 %} despirallzarea. la procariote. aceste structuri 
supercoil negative sunt introduse prtn acţiunea unel topolzomeraze de tip 
II. DNA gţraza. pe seama energiei de hidroliză a A1P. Inhibitori a1 DNA 
gtra?.ei ca novobioclna şi acidul oxolonic împiedică replicarea DNA. 
excepţie tăcând mutanţ11 la care DNA gtraza nu leagă aceste antibiotice. 

♦ Replicarea semidlscontlnua . 
. _.,.,_,,-. 

Imagtnile autoradiograflce • cu o mică capacitate de rezoluţie arată 
că cele doua catene al~ . ~tiple.'\."Ulu1 DNA sunt replicate simultan prtn 
avansarea furcll de reptl~ru-6.., Daca ţinem seama că cele două catene 
parentale sunt antiparalele şf că replicarea are loc semiconservatlv. este 
dificil să presupunem că DNA polimerazele sintetizează DNA numai in 
direcţia 5'-3'. 

In 1968. R.OKAZAKI a evidenţiat in urma unor experienţe cu 
timidină-3 H formarea unor fragmente de 1000-2000 nucleotide. dănd 
modelul repllcarll sem1discontinu1.Cele două catene sunt replicate diferit 
(Figura 41 ). 

de~l~~area furcii de replicare 

catena leading ~ 

3~atena lagging # 
L]TITI ]TITI ]TITI catene 

S'-'...u..1.1-_..i-U.J.1-...u..L.U.11,J.1, parentale 
-fraamente OKAZAKI 

5' 

3• 

Figura 41. 
Replicarea continuă 

a catenei leading şl 
discontinuă a catenei 
lagging şi deplasarea 
furc11 de replicare 

Catena care copie tlpantl 3'-5' . şi se alungeşte continuu in direcţia 
5'-3' se numeşte catenă leading. Cealaltă catenă 5'-3' este copiată 
discontinuu. în fragmente, tot 1n direcţia 5'-3' . Fragn1entele vor fi 
prelucrate şi sudate ulterior ( de DNA Ugaza) . constituind catena lagging. 
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♦ Prlmerli RNA 

DNA pollmerarele necesită existenta unei grupări 3'-0H la care să se 
adauge nucleotide. Analiza fragmentelor OKAZAKI a relevat existenţa la 
capătul lor 5' a unor segmente de RNA formate din 1 - 60 rlbonucleotlde, 
lungimea lor flJnd specie-speciflca şi complementară DNA tipar ( Figura 
42). 

Figura 42 
Sinteza DNA este 
intţfată de 
fragmente scurte de 
RNA 

. E.coll are două enzime care pot cataliza formarea acestor 
prlmerl RNA : o RNA pollmerază DNA dependentă ( enzima transcripţiei) 
şi o enzimă prlmaza, mult mal mică de 60 KD. produsul monomertc al 
genetdnaG. 

Prlmaza nu este sensibilă la inhibitorul RNA pollmerazei : 
rlfampicina. Observaţia că rifampicina lnhlbă numai sinteza catenei 
leading la E.coll denotă că prlmaza intţfază prlmerlf fragmentelor 
OKAZAKI . Infţterea catenei leading la E.coll este un eveniment mult mat 
rar, in vitro, procesul flJnd realizat atât de prtmază cât şi de RNA 
polfmeraza, flJnd Stimulat când ambele enzime sunt coprezente. Se 
consideră că ambele enzime acţionează sinergic in vivo în intţferea 
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catenei leading. Cum DNA matur nu conţine segmente RNA indică faptul 
că primertl sunt indepartatl ulterior şi golurile sW1t umplute cu resturi 
de deoxtrtbonucleotlde. 

♦ Enzimele repllcarll 

Replicarea DNA este un proces complex ce implică o mare vai1etate 
de enzime şi proteine fără activitate catalitică : 

1) DNA polimerazele. 
2) DNA gtraza. 
3) Proteinele ce separă catenele DNA la furca de replicare. 
4) Proteinele care împiedică reanelarea catenelor DNA 
5) Enzime ce sintetlzează prtmeril RNA 
6) Enzlme ce indepartează prlmertl RNA 
7) Enzima ce sudează fragmentele OKAZAKI . etc. 

♦ DNA pollmeraza I. 

Enzima lui KORNBERG (Pol I) din E.coll constă dintr-o singură 
catenă pollpeptldJcă de 928 resturi de am1noaclz1. După cum s-a mal 
arătat principala funcţle este cea pollmerazică, adăugând resturi de 
deoxtrtbonucleotlde în direcţia 5'-3' la un primer ce -l oferă o grupare 3'-
0H tenninală. 

O altă funcţie a DNA po!Jmerazei I este aceea că ea corectează 
greşeli d1n DNA prin îndepărtarea nucleotidelor inserate greşit. fapt ce 
contribuie la remarcabila fidelitate a repllcărtl DNA ( mal puţin de o 
eroare l O -a perechi de baze. . _ 

DNA pollmeraza I a fost purificată ş! caracterizată în detaliu. Ea 
nu este impllcată în replicarea DNA cJ în procesele d,e reparare.Enzima 
este un monomer de 103 KD ce catalizează adiţia treptată de unităţi 
deoxtrtbonucleotldJce. 

Aceasta enzimă are şi o funcţie 3'-5' exonucleazică,îndepărtând 
nucleotide împerech!ate greşit de la capătul 3' al unei catene DNA în 
creştere. deci are W1 rol în procesul complex de reparare ( Figura 43) . 

baze ·gresî te 

5' 

situsul de 

Figura 43. 

Funcţia 3'-5' 
exonucleazică a 
DNA polimerazei 
! 
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Duplexul din Figura 43 conţine o pereche greşită G .. T cu restul de 
tlm1d1nă pe catena 5'-3'. DNA polimeraza I . în prezenţa dCIP. sc.:ndează 
restul de tl.m1d1nă neâmperech1at. dTMP este eliberat şi o grupare 3'-0H 
este expusă la restul G tennlnal al catenei prtmer. 

In general. DNA polimeraza I îndepărtează resturile Inserate greşit la 
capătul pr1merulu1 înainte de a cataliza pollmertzarea. 

Această activitate 3'-5'-e.xonucleazică creşte marcant acurateţea 
repllcăr11 DNA. acţionând corector. De fapt. DNA pol1meraza I 
examinează rezultatul fiecărei pollmertzărt înainte de a cataliza o nouă 
nmda de polimerizare. Importanţa activităţll exonucleaztce pentru 
fidelitatea replicăr11 a fost evidenţiată prin studiul unul mutant al fagului 
T 4. Virusurile ce cod1flcă o DNA pollmeraza I cu o activitate 3'-5'
exonucleaztcă scăzută au o viteză a mutaţ1llor mult mal mare decât este 
normal. Invers.fagll cu o activitate exonucleaztcă scăzută au o rată mică 
a mutaţiilor spontane. 

DNA oollmeraza I poate, de asemenea. hidroliza DNA începând de la 
capătul 5' al unei catene. deci are o activitate 5'-3' exonucleaztcă. această 
activitate având unele caracteristici: 

1) Legătura clivată trebuie să fle într-o regiune dublu-hellcală. 
2) Scindarea poate avea loc la legătura fosfodlesterică terminală 

sau la o legatură ce se află la distanţă de câteva resturi de 
capătul 5' ( care poate da naştere unei grupări HO libere sau 
fosforilate). 

3) Activitatea 5'-3' exonucleazică este marttă prin sinteza 
concomitentă a DNA 

4) Situsul activ pentru acţiunea exonucleazel este separat de 
situsurtle active pentru polimerizare şi hidroliza 3'-5' . 

. Deci.DNA pollmeraza I conţine trei situsurt active diferite pe 
o singură catenă polipeptidică. 

cresta tura 3' 

Figura 44. Funcţia 
5"-3'exonucleazică a 
DNA pollmerazel I 
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Activitatea 5'-3' exonucleazlcă joacă un rol chete în repUcarea DNA . 
prt11 îndepărtarea RNA prlmer. Mai mult. 5 '-3' e.xonucleaza completează 
adtvllatea 3'-5' e.xo11ucleazlcă . ill vederea corec lArll erorilor. De exemplu, 
5·.3· exonucleaza participă la exctzla dimerllor plrlnlldlnlcl fonnaţl la 
expunerea DNA la lumină UV. 

Actlvttăt!le combinate ale Pol I : 5'-3'-exonucleazlcă şi pollmerazlcă 

pot lnteract1ona asupra unul duplex DNA cu o crestătură în catena 5·.3· 
deplasând crestătura spre capătul 3· fără m odlftcarea moleculei( Figura 
45): 

~ . ~ 
1111111111111 111,111111,1111111111111111111111111111111 

5' llllJllll1JJ• 1t11111111111111111111IJIJJIIJ 111J 1!1lll1! 3' 

crestat~~~ _ I 
~ DNA pollmeraza I 

3• ................. TTTTTTrrn..,,.,n-rr,,.-n-'""TTTrrrT"l'TTT"l'TTT"l'TTTTT'ITrrTTT5• 111,111111111111111111111111 111111111111111111111111 11 11 
5' 11111111111 l'llilllllllllllJ,. ltlllJ1llllllllPll1111111113' 

+ mononucleotlde libere 

Figura 45 . Deplasarea unei crestăturt.cataltzată de DNA 
poUmeraza I 

Acest proces de deplasare a crestăturll, În prezentă de 
deozlnucleotlde marcate, este utlllzat în laborator pentru a prepara DNA 
înalt radioactiv ( crestăturile pot fl realizate prin tratarea DNA cu mtcl 
cantltăţi de DNaza I pancreatică). 

Aceasta enzimă trlfuncţtonală poate fl scindată de proteaze ln 
fragmente: 

⇒ un fragment mlc de 36 KD cu toata actlvttatea 5'-3'-
exonucleaztcă or1ginală şl _ 

⇒ un fragment mare de 67 KO ( fragment KLENOW) cu toată 
activitatea pollmerazlcă şi 3'-5'-exonucleazlcă 

15•.3• exonucleaza I 3 '-5' exonucleaza Polimeraza 

fragment mic (36 KD) fragment mare KLENOW ( 67 KO) 

Studiile cristalografice cu raze X asupra fragmentului mare au 
arătat că este constituit din doua domenll. Domeniul mic conţine sltusul 
3'-5'-exonucleazlc deoarece leagă dNMP care lnhtbă nucleaza şi nu 
pollmeraza. Gruparea fosfat a dTMP se leagă in. apropiere la un Ion de 
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Zn2
+ • Domeniul mal mare fonnează o structură cu o fantă adâncă ce 

aminteşte de mâna dreaptă ţinând 11n creion. Fanta are circa 25A 
lăţime. 30 A adâncime şi 50 A lungime. Mărimea şi forma fantei 
sugerează că leagă duplexul DNA produs prin sinteză. Capacitatea de 
polimerizare ( proceslvttatea) a DNA pollmerazel I poate tl datorată 
inchlderti acestei fante . care ar permite disocierea DNA de enzimă în 
timpul acestui proces . Sttusul exonucleazlc de pe domeniul mic este Ia 
25 A depărtare de sltusul pollmerazlc de pe domeniul mare.Există 
unnâtoarea Ipoteză : catena DNA în creştere stă la sltusul pollmerazlc 
până când o pereche de baze greşită este sesizată, când suferă o 
translocaţie spre sltusul 3'-5' exonucleazlc pentru scindare. 

In 1969 Paula De LUCIA şi CAIRNS au Izolat un mutant al E.coli 
ce are 1 % din activitatea pollmerlzantă a DNA polhnerazel I. Acest 
mutant (numit pol A 1) se multiplică cu aceiaşi viteză ca tulpina 
parentală, dar este .omorât mal uşor de lumina UV decât tulpina 
parentală. Cel dol cercetatorl au conchls că replicarea DNA are loc 
normal, dar că reperarea DNA este defectuoasă. Aceste experienţe au 
condus la concluzia că DNA pollmeraza I are altă funcţie decât cea 
pollmerazlcă, esenţială în repllcare. 

♦ DNA pollmerazele II si III 

In E.coll s-au evidenţiat alte două DNA polimeraze : II şi III. care se 
aseamănă cu DNA pollmeraza I în mal multe aspecte: 

1) catalizează sinteza DNA . direcţionată pe un tipar, din 
precursori dNTP: 

2) este necesar un prlmer cu o grupare 3'-0H liberă : 
3) sinteza are loc ln direcţia 5'-3' 
4) posedă activitate 3'-5' exonucleazlcă. 

Pol II sl Pol III nu au fost detectate uşor deoarece activ1tăţJle lor 
combinate reprezintă < 5 % din activitatea Pol I. Mutanţii cărora le 
lipseşte Pol II nu au defecte detectabile, astfel că funcţia acestei 
polimeraze nu este cunoscută. · 

Incetarea replicării DNA la mutanţll pol C senslblll la temperaturi 
mal mari a demonstrat că Pol III este DNA repllcaza E.coll. Această 
enzimă are o sţructura subunltatara m:0 , unde a - este produsul genei 
polC şi are funcţie pollmerazlcă ( Tabelul 12) . 

Proprietăţile catalitice ale Pol III se aseamănă cu cele ale Pol I. cu 
excepţia faptului că Pol III este Incapabilă de a replica un DNA 
monocatenar sau un duplex DNA cu crestătură. Pol III acţionează ln vitro 
asupra unor goluri de pe o catenă de mal puţin de 100 resturi 
nucleoUdlce . o situaţie similară cu starea DNA Ia furca de replicare . 
Funcţia 3'-5' exonucleazlcă care rezidă pe subunitatea & este 
responsabilul principal pentru repararea greşelllor din timpul replicării, 
mărind tldelltatea acestul proces de circa 200 de ~ -
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Tabelul 12. Proprietăţile DNA poUmerazelor din E .coU 

Proprietatea li Pol I Pol II Polm 
Masa (KD) 109 120 140 
Molecule/celulă 400 ? 10-20 
Num:"..rul de tumovera 600 30 9000 
Gena structurală po!A polB polC 
mutant letal condiţional + - + 
polimerizare 3'-5' + + + 
exonucleaza 3'-5' + + + 
exonucleaza 5'-3' + - + 

a număr de nucleotide polimerizate într-un minut 

la 37° C de o moleculă 

Pol III limctlonează ln vitro ca o parte a unul complex enztmaUc, 
subunitar şi labil. holoenzima 1111 constănt din cel puţ1n şapte subunltătl 
( Tabelul 13) . 

Tabelul 13 . Componentele holoenzimei DNA poUmerazel III 

Subunitatea Masa(KD) Gena structurală 

O.a 130 polC(dnaE) 

Ea 27.5 dnaQ 

en 10 necunoscută 

î 71 dnazx" 

y 52 dnaZb 

6 32 necunoscută 

B 40.6 dnaN 

a - componente ale Pol III 

b - subunităţile y şi 1 sunt codificate de acelaşi genă: subunitatea y 
cuprinde extremitatea N-termJnală a subunităţii,: . 

• 
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Ultimele patru subunităţi acţionează ca modulatori al DNA 
pollmerazel lll . De exemplu, legarea holoenzimei Pol III la tiparul primer 
necesită hidroliza ATP într-o reacţie care Implică subunitatea p . Această 
subunitate leagă strâns holoenzima la tipar formând un complex ce are 0 

proceslvltate limitată. de circa 5000 resturi. Pol III singură ( ae0) nu 
hidrolizează A1P şi are o proceslvltate de 10-15 resturi. 

♦ Hellcaze şi proteine de legare 

ln despirallzarea duplexului DNA sunt Implicate trei tipuri de 
proteine: 

1) Proteinele Rep: 
2) Hellcaza II şi 
3) Proteinele SSB ( Single strand binding protetns) 

care acţionează concertat într-un proces A1P dependent. tnalntea 
avansărll furcll de replicare. 

, . Proteina Rep, cu o structură monomeră, de 65 KD. este produsul 
gtinel ref din E.coli. Ea separă duplexul DNA prin deplasarea de-a lungul 
tipanilul catenei leading, în direcţia 3'-5', consumând 2 moli A1P la 
fiecare pereche de baze separată. 

Hellcaza II , o enzimă de 75 KD. are o acţiune similară proteinei 
Rep . dax. se deplasează de-a lungul tiparului catenei lagging • în direcţia 
5'-3'. De remarcat. că mutanţii rep· prezintă o replicare lentă a DNA. ceea 
ce denotă că . proteinele rep şi hellcaza acţionează împreună la furca de 
replicare. pentru desplralizarea DNA 

Proteinele ŞSB care au o structură tetrameră. in care fiecare 
subunitate are 19 KD, împiedică reanelrea catenelor DNA desplrallzate . 
Numeroase copil de proteine SSB învelesc cooperativ DNA monocatenar, 
menţinând structura monocatenară. DNA trebuie eliberat de proteinele 
SSB . _înainte de a ft replicat de holoenzima Pol III. 

DNA llgaza catalizează sinteza unei singure legături fosfodlestertce 
intre gruparea 3'-0H de la capătul unul segment DNA şi gruparea 5' 
fosfat de la capătul altul segment, ft1nd Implicată în sinteza normală a 
DNA . în procesele de reparare ale acestuia şi în recombinări genetice. 
Reacţia este endergonlcă şi necesită o sursă de energie : la E.coll şi alte 
bacterll e&te NAD+ . la animale şi bacteriofagul T 4 ft1nd A1P : 

NAD+ ---+- NMW + AMP sau 

A1P __.. AMP + PP 

In Figura 46 prezentăm mecanismul de acţiune al DNA ligazel . 
Enzima nu poate lega două molecule de DNA monocatenar. necesitând 
existenta unul duplex DNA cu o crestătură. 
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-~ 1 ~ 11 

E-Ly•-Nl:• + N-~R-0-=-r-Q-.Jr:O-R-A 

1 NAD+ 
, NMN+ ' 

o 
+ li 

E-Lya-NH -P-O-R-A 
a I 

o-

V-lllt ! 2 OH 

Figura 46. 
Mecanlstnul de 
acţ1W1e al DNA 
llgazel de la E.coll 

Enzima din E.coll este un monomer de 77 KD. care utlllzează 
energia NAD+ . într-o reacţie care constă din trei etape: 

1) gruparea adenll a NAD+ este transferată la gruparea e -amino 
a unul rest de llzlnă din enzimă. formând un derivat 
fosfamldlc • ce a fost Izolat : 

2) gruparea adenll a enzimei activate este transferată la 
extremitatea 5'-fosfat a crestăturii, formân .d un Intermediar 
DNA-AMP în care AMP este legat la capătul 5' ,printr-o punte 
plrofosfat : 

3) se formează o legatură fosfodlesterică prln atacul nucleoftl al 
grupărti 3'-0H asupra grupărtl 5'-fosfat. sudând crestătura 
cu eliberarea AMP. 
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• Replicarea bacteriofagului M 13 

Bacteriofagul M 13 are un DNA circular. monocatenar. de 6408 
nucleotide ( catena (+I) . Când infectează E.colt. catena (+I este copiată. 
stntetiZându-se catena 1-1 şi apărând formele replJcattve FR de duplex 
circular : FR 11 ( cu crestătură) şi FR I ( cu structură supercoll ) ( Figura 
47). 

Procesul de repllcare a DNA bactertofagulut M 13 reprezintă o 
parnd1gmă pentn1 sinteza catenei Ceading dl.n duplexul DNA. 

Deci. cateua (+I a bacterlofagulut M 13 intră în E.coll. este acoperită 
de proteinele SSB pe toată lungimea el. cu excepţia unui segment 
pa!lndrom.lc de 57 resturi nucleotld1ce ce se const.ltute într-o structură 
Mhairpin". RNA pollmeraza . asistată de .suţ)unttaţea o pentru 
recunoaşterea sttusulut de lnltlere. înce_pe Sinteza uiuu :RNA prtmer la o 
distantă de şase nucleotide îna.lntea structur11 "hairpiri". pe care îl 
extl.11de până la 20-30 resturi, fom1ând un duplex hibrid DNA-RNA. 
Holoenzima Pol III extinde catena polln.ucleotld1că de la RNA prlmer. 
forrn i'md catena l·J. Prtmerul este îndepărtat prin translaţia crestăturll. 
c,.ttaJlzată de Pol I. fonuăndu-se forma RF II. care este apoi transfonnată 
h1 HF I p1·1n acţiunea succesivă a DNA llgazel şl DNA gtrazel. 

Figura 47. 

Sinteza unei 
catene 1-1 pe 
t.lparu1 catenei I+) 
la batertofagul M 
13 
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; 

♦ Replicarea bacteriofagului <Dxl 74 

Bacteriofagul <t>xl 74 are un DNA circular, monocatenar, de 5386 
resturi de nucleotide. Transformarea ln vivo a DNA viral la forma Iul 
repllcatlvă este un proces mal complicat de-ât cel descris la M 13 şi 
necesită participarea unul ansamblu proteic de 600 KD, numit 
prtmosom. 

T b 1 114 C a eu t l omponen e e prote ce al ri ep mozomu 

Proteina Structura Masa (KD) Molcule/ celulă 
subunităţii 

n dlmer 14 80 

n' monomer 76 70 

n" monomer 17 -

I trlmer 22 50 

DnaB hexamer 50 20 

DnaC monomer 29 100 

Prlmaza monomer 60 50 

Repllcarea catenei 1-1 a bacteriofagului <t>xl 74 reprezintă o 
paradigmă pentru sinteza catenei lagging . Această sinteză parcurge şase 
etape: 

1) catena l+I este acoperită de proteinele SSB, cu excepţia unul 
segment w hairpin" de 44 nucleotide, situat lângă pozlţ1a 2300 
O secvenţă de 55 nucleotide, conţinând acest "haiJpin" este 
apoi recunoscută de proteinele n,n' şl n". care se leagă la 
acesta. 

2) proteinele I, DnaB şi Dna C se adaugă la acest complex. într
un proces ATP dependent, formând preprimosomul, care 
leagă prlmaza, conducând la constituirea prtmozomului. 

3) prtmozomul se deplasează în direcţia 5"-3", de-a lungul 
catenei !+). datorită hldrollzei ATP. reacţie catalizată de 
proteina n·. Această deplasare ,cu.re dlzlocuieşte proteinele 
SSB din calea Iul, se realizează în direcţie opusă celei de 
citire a tiparului . 

4) la sltusurt selectate la întâmplare, prtrnozomul prin 
componenta prlmaza sintetizează un RNA prtrner. Inlţlrea 

sintezei prtrnerulul necesită participarea proteinei DnaB care 
concomitent cu hidroliza ATP modifică conformaţia DNA 
tipar, la o formă cerută de prtrnază. 
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5) 
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DNA 
Fragmentele 
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llaza şi DNA 
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structuri 
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RF I a DNA 
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Figura 48. 

Sinteza 
catenei (-} a 
fagului cl>xl 74 
pe un tipar al 
catenei (+), cu 
formarea formei 
FRI. 
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Prtmozomul rămâne complexat cu DNA. participând la sinteza 
catenei 1+1, care reprezlnt.'i un model pentru sinteza catenei leadtng. 

RP I 
aaocut..q.u .pr.imozomul 

1 L-- proteiaa t genei A 

origi~ /'. 
3'(, 5 

(+) 

• J 

Repltcarea catenei 
I+) a DNA fagului el> 
x 174 se realizează 
după modelul 
looped rolling drele . 

Figura 49. 
Sinteza catenei 
l+I a DNA 
fagului el> X 
174 prin 
modelul -
looped rolling 
ctrcle-. 
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ln cadrul acestul model loopell ro/ling clrde ( Figura 49) se observă 
ttrllli'"1l0t~rt'le etape: 

1) slt11eza calent'I I +-I i111'epe prin legarea asistată de prlruozmu 
a proteinei genei A ( tiO KD) . cod1flcată de fog, Ia s1tus11I el 
de recunoaştere ele 30 perechi de haze. Alei proteina genei A 
sclndec,ză spedflc Ieg,11 ura fosfodlesterlcă ce precede 
m1<:le01ldul 4306 al catenei l+l. forma11d o legătură covale11lă 
cu gruparea lui 5'fosfot, care conservă energia legăl11rll 
scindate. 

2) Proteina Rep atacă apoi catena 1-1 la gena proteine! A şi cu 
ajutorul primozomului asociat catenei (+I începe 
desplraltzarea duplexului DNA de capătul 5' al catenei (+I. 
Catena (+I separată este acoperită cu proteinele SSB cr1re 
împiedică reanelarea cu cateua 1-J. Holoenzima Pol m 
extinde catena l+I de la captul el 3'-HO liber. 

3) Procesul de extindere generează o structură looped rol/i11g 
cirde în care capat111 vechi l+I răniâ11e legat la proteina genei 
A, la furca de replicare . Se consideră că vechea cate11ă (+I 
dlsoclazâ de pe HF, prlmozomul flind necesar pentru sinteza 
de noi (:.:ite,w 1-1. 

4) Pentru definltlvarea structurii circulare, în Jurul catenei H. 
_ proteina genei A realizează din nou o scindare specifică la 

orl .~lnea replicării. formând o l cg:itură covalentă cu capătul 
5' al 110II catene (+) . Simultan, gruparea 3'-0H terminală, nou 
formală a calenel l+I vechi aproape circu.larizată atacă 

nucleofll gruparea el 5' fosfat ataşată la proteina genei A. 
cec:a ce conduce Ia eliberarea cate11el l+I îuchisă. Furca rle 
replicare contunuă deplasarea el în Jun1! duplxul11! circular 
producând noi catene (+I. 

lu stadll Intermediare ale lnfecllel (j) x 174. fi ecare catt>nă I+] nou 
sintt'tlzată dlrectlonează sinteza catenei 1-1 pe:-ntru a forma HF I. ln stacUI 
tărztl ale Infecţiei. catenele nou formate l+I sunt împachetate în 
particulele fagului. 

♦ Replicarea la E.coH 

Cromozomul E .coll se replică prin mecanismul bidirecţional e de la 
un singur punct de origine a replicării. Modelul cel mal plauzll,11 al 
replicării a fost propus de KORNBERG. 

Duplexul DNA este desplrallzat de Proteina Rep care actlonează 
asupra tlpan1lul catenei leading concom1tent cu helicaza II şi 

prlmozomul care acţionează asupra tlparulnl catenei lagglng. Cate11ele 
separate sunt lmedJat învelite de proteinele SSB. Sinteza catenei lealli11g 
este catalizată de DNA Pol m, ca şi catena l.agging după legarea 
prlmazel asociate la prlmozom. Se consideră că sinteza ambelor catene 
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(c) 

fr.OK complet 

\ 
RN/\ pr imer . . 

::~-~ "' .. ,,_,,__a,. 

_fr.OK 

nou initiat 
' 

Figura 50 . Replicarea DNA E.coll 

fr.OK vech 

/ a) Replison111L DNA E.coli care con(ine două fwloenzi.me ale DNA 
polimerazei m slnleti.zewtă ambele catene leadtng st laggi11g. Tiparul 
c<1te11ei l<1gyi11g trebuie să Jncă o buclă pe 11lr1.1 a pennite fwlvenzimet să 
exti.11da complexul cute11ei layying·primozo,11; b) llolo<!11zima eliberează 

tlparnl catenei laggi11g când ea întâlneşte .fragmentul OKAZAKl anterior 
si11tetizc1t. Aceasta se11u1alizează prtmosomului sş i11i{ieze sinteza RNA 
pri111er ul ,·ute11ei lagging: d Holoenzima rele1.1uă tiparul catenei k199i11g şi 
extinde p1·/,11entl RNA pentru ajorma un noujiuy111e11l OKAZAKl. Jn acest 
model, sinteza catenei lerulilig are loc înailltea sil1tezei catenei logging) . 
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leading şi lagging are loc pe o singură particulă multlprotelcă. 

repllsomul, dar tiparul catenei lagging face o buclă în Jurul et. După 
tennlnarea sintezei unul fragment OKAZAKI . holoenzima catenei 
lagging se reorientează spre un nou prlmer lăngă furca cie repllcare, 
prtmeml din capul fragmentului OKAZAKI. anterior sintetizat, este 
excizat prin tranzlaţla crestăturii, proces catalizat de Pol I şi crestătura 
este sudată de DNA llgaza ( Figura 50). 

• Iniţierea replicării 

Originea replicării în cromozomul E.col! constă dintr-un segment 
unic: de 245 pered1l de baze . cunoscut sub numele de locus orie. 

Bazat pe un număr mare de experienţe. I{ORNBERG a propus un 
model pe11tru Iniţierea repllcarll la r;.col! care are loc în mal multe 
etape: 

1) Proteina Dna A (52 KD) recunoaşte şi se leagă la un 
segment din locusul orie de 9 perechi de baze care se repetă 
de patru ori.în prezenţa proteinei HU. de tip hlstonă. Se 
fonuează tm complex al ori.C supercoil negativ care lnconjură 
un miez central de 20-40 monomeri al proteinei DnaA. 

2) Subunităţile proteinei DnaA "topesc" ·succesiv trei 
segmente care se repetă în tandem. de 13 perechi de baze. 
bogate în AT. localizate la stânga zonei orie . cu fomiarea unul 
complex deschis de 45 perechi de baze . a canil existenţă a 
fost demonstrată prin senslbllltatea lui la nucleaza P 1 o 
endonudează spectflcă pentru structuri monocatenare. 
Formarea complexului deschis necesită prezenta proteinei 
DnaA şi a ATP. pe care DnaA ii leagă puternic şi-l hidrolizează 
la temperaturi peste 22° C ( ln vitro ). 

3) Proteina DnaA orientează legarea proteinelor Dra B sl Dna 
C spre regiunea topita pentru a fom1a complexul de 
preînchcare ( prepriming) . 

4) In prezenţa proteinelor SSB şi girazet. proteina DnaB cu 
activitate hellcazlcă desplrallzează DNA din complexul 
preprlm.Jng în ambele dlrecţli pentru a pennlte Intrarea 
prlmazel şi RNA polimerazel. 

Repltcarea cromozomului E.coll este înalt controlată având loc 
numai o dată la fiecare diviziune celulară. Timpul de dedublare al E.coll 
la 37 ° C variază cu condlţllle de creştere, de 1a mal puţin de 20 minute, 
la circa 1 O ore. Dacă viteza de deplasare a fiecărei furci de repltcare este 
fixă ( 850 nucleotide/secundă), ţinând seama că la E.coll cromozomul 
are 4 x 1 O 6 perechi de baze . durata replicarii intregului cromozom 
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repllcărtt DNA 
la E.coll 
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( C) este de 40 minute. Segregarea componentelor celulare şi 
fonuarea şeptumulul intre ele, care trebuie să preceadâ diviziunea 
celulară necesită un Ump constant D de 20 minute. după care are loc 
completarea replicării circulare a cromozomului. Celulele cu timpi de 
dedublare C+D mal mici de 60 minte trebuie să Iniţieze replicarea 
cromozomului înainte de sfârşitul ciclului de diviziune celulara 
precedent. Pentnt a explica timpul de dhTizlune celulară de circa 35 
minute cromozomJi trebuie să albă mal multe furci de replicare. 

In mod cert există un semnal care Iniţiază fiecare ciclu de replicare 
al cromozomului, dar natura lui este încă necunoscută. Totuşi observaţii 
de la E.coll că: 

1) secvenţa repetitivă de 13 perechi de baze a orie începe cu 
structura GATC ce are baze metllate : 

2) bacteria defectivă în enzima care metllează secvenţa GATC 
sunt ineficiente în transformarea plasmidelor conţinând orlC 

sugerează că inductorul replicărll DNA în E.coli răspunde la nivelul 
metilării locusulul orie. 

Există dovezi morfologice că la E.coll cromozomul este asociat cu 
membrana celulară, asociere ce permite. probabil. segregarea 
cromozomilor replicaţl în celule diferite în cursul dMztunJI celulare. Nu 
există cu toate acestea o dovadă directă că un anumit component 
membranar este necesar pentru replicarea DNA 

♦ Terminarea replicarli 

Sunt puţine date privind terminarea replicării la E.coll. Este ştiut 
că terminarea are loc într-o regiune specifică a cromowmulul. locusul 
terC . după o Jumătate de parcurs în Jurul cromozomului, fată de orie, 
unde cele două furci de replicare se întâlnesc. 

♦ Fidelitatea replicării 

Faptul că mal mult de 20 proteine şi enzime acţionează coordonat în 
procesul de replicare al DNA E.coli îl asigură fidelitatea coplerll mesajului 
genetic. 

Vitezele reversiei unul mutant al E.coll sau a unul fag T 4 la tipul 
sălbatic indică faptul că poate avea loc numai o imperechlere greşită la 
108-109 perechi de baze replicate. 

O asemenea fidelitate în replicarea materialului genetic poate fl 
asigurată prin : 

1) functllle 3'-5' exonucleazlce ale Pol I st Pol III care detectează 
şi elimină erori ocazionale în functflle lor polimerazlce: 
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2) Incapacitatea unei DNA poltmeraze de a lnlţ,.ta sinteza unei 
noi catene DNA , deoarece lnberarea primelor nucleotide se 
reallzea7.ă cu mart ero11 datorită lipsei cooperatlvltăt.U între 
perechile de baze RNA prtmer fltnd scindat şi înlocuJt ulterior: 

3) sistemul complex de sinteză discontinuă a catenei lagging 
oferă o poslbllltate de mărire a fldelltătll repllcărtl. 

♦ Replicarea DNA eucarlotlc 

Există slmllltudlnl intre mecanismul repllcărtl DNA la procariote şi 
la eucariote. dar există şi dlferente datorită complexltătll matertaluluJ 
genetic la eucariote. 

Ciclul celular este o secvenţă generală de evenimente ce are loc în 
timpul vleţ,11 unei celule eucariote şi poate fl dlvlzat în patru faze distincte 
( Figura 52) : 

Figura 52 

Ciclul 
celui.el 
eucariote 

1) Faza M ( mitoza ) în care are loc mitoza şi diviziunea 
celulară ( circa o ora): 

2) Faza G-1 (gap). care acoperă aproape tot ciclul celular (circa 
10 ore) ; 

3) Faza 8 pentru sinteză, unica perioada cănd este slntettzat 
DNA ( de circa 6-8 ore, ; 

4) Faza G-2, în care celula tetrapololdă se prepară pentru 
mitoză ( 2-6 ore). de a începe un nou ciclu celular. 

ln faza G -1. cantitatea de DNA este 2 C, nu are loc sinteza de acizi 
nucleici. ln faza S , cantitatea de DNA devine. 4 C. cantitate care se 
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menţine şl în faza G-2. In afara celulelor la care cleiul de diviziune se 
desfaşoară nonnal. există şl celule în rapaus ( în faza Go). 

Cleiul celular pentru celule în cultură durează 16-24 ore. Durata 
cleiului celular pentru diferite tlpurt de celule dintr-un organism 
multicelular poate varla de la 8 ore la mal mult de 100 zile. MaJorltatea 
variaţiilor apar în faza G-1. Multe celule diferenţiate llnal, ca i1e11ronli 
sau celulele musculare nu se div1d şl intră în faza Go. 

Declzla Ireversibilă dacă o celulă proliferează este luată în faza G-1. 
Pe1ioada Go se poate Instala dacă, de exemplu. nu exJstă suhstanţe 
nutritive sau dacă celula este în contact cu alte celule ( lnhlblţla de 
contact). Invers. slnteza DNA poate fi Indusă de dJferiţi agenţJ cum sunt 
substanţele carcinogene sau vlrusurlle tumorale ca1·e Induc proliferarea 
necontrolată a celulei. prin îndepărtarea chirurgicală a unul ţesut ( când 
are loc regenerarea Iul rapidă) sau cu proteine mitogene care se leagă la 
receptorii de suprafaţă şl induc dJvizlunea celulară. 

Celulele în creştere conţin factori citoplasmatici ce stimulează 
replicarea DNA. a căror mecanism de acţiune este Insuficient cunoscut. 

DNA po!imerazele eucariotelor 

-Celulele animalelor J:,onţin cel puţin patru tipuri de DNA pollmeraze 
dJstincte: o. ,p ,y si p 1( Tabelul 15) 

Tabelul 15. PNA pqU;p-.erazele eucariotelor 

. --
11pul .. O. (3 y o 

-
Localizare \l'lţlcleu nucleu mitocondrie nucleu 

- . 
Masa {KD) ; 1120-220 30-50 150-300 140-160 

. - - . 

Inhibitori 

AFID I COLINA • .+ - - + 
DIDEOXI NTP ~1-ab puternic nuternic slab 

ARABINOZIL NTP outernic slab slab puternic 

N-ETILMALEIMIDA outemic slab puternic puternic 
.. 

FuncţiJle lor au fost elucidate prin răspunsurlie diferite la Inhibitori. 
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DNA pollmeraza a .care apare aproape în toate celulele participă la 
repl!carea DNA . rol evtrlenţlat prin studU cu un Inhibitor speciile : 
afidlcolina ~I i,1 ln observaţia că actlvltatea .DNA pollmerazel a variază 
cu viteza proliferării celulare. Această .enzimă muJtlsubunJtară ( patru 
tipuri de sub.unităţi la Drosophlla1 cinel tlpurt în ficatul de şobolan) 
replică DNA , prin adă4g;n-ea 1a . tln prtmer în . direcţia 5'-3' de 
deoAirlbonucleotlcfe pe. baia· ·1nfonnaţteţ. unm'. PNA ·. moPocatenar. DNA 
polhneraza a este puternţc --~sociată .cu. a,ţ'!tlvita.tea prtmazel. . dar pierde 
actMtatea exonucleazlcă,. astfeLcă etapelc{de ·coreţţle ,sunt realizate prin 
alte mecanisme. · · · · ·· · •. · 

DW~-;polhne~ 6 • o enzimă nucleară cu senslbllltă:tt 'la Inhibitori 
similare cu . cele 'ale DN:~,polln:ierazel a . diferă . de. aceasţa Pt:m fa)?tui că 
pierde prlmaza asoclaţ~(şt·că pr~ntă _o activitate 3'-5'.:excmucleazică 
corectoare. O aţta dJfţre.qţă:.esţe :că DNA pollmer:aza 6 ~e '.o proceslvttate 
practic nelimitată. -P~ ~c,;eplica într,eaga lungime a · tiparului-.în :llinp ce 
DNA poUmeraza ... ~:, '.ku:-f ·:o procesMtate moderată . l · de . clrca . l 00 
nucleotide). se' CQJ)$lpe~~ eă -.DNA pollmeraza 6 este repllcaza ·catenei. 
leading ( cai:.e, neţeşi't;ă; ·;o : înaltă proceslvltate şi n4mal ocazlo~al este 
uecesară pr.ezenta,· t.,umi _prµn~r). în Jlmp ce DNA polimera:za a este 
replicaza r::at~1iel lagging, care nec;esltă reallzarea frecventă a lnlţle~I cu 
RNA şi o procesMt.ate llmltată. · 

DNA-l)Olim.eraza fl este remarcahf-1.ă prin mărtmea el mică. Funcţia 
biologică a acestei enzime nucleare nu este cW1oscută deşi observaţia că 
nivelul el de activitate nu variază cu viteza· creşterll celulare sugerează că 
ea participă la pocesul de .reparare ·a DNA 

DNA polimeraza y apare numai în mitocondrie unde probabil repllcă 
DNA mitocondrial. Cloroplastele conţin o enzima slmtlară. . .· 

Sistemele de replicare a DNA eucarlotlcl şt procru1otlcl . diferă în 
special prtn :aceea ca la ·ţucarlote cromou,nill au multiple ortgln1 de 
replicare 1n contrast cu orlglnea unică din cromozomll ~procarlotelor. 
Studiile autorâdiograftte de măsurare. a h.mgl~ 'DNA prin pi.dse-labeled 
au arătat că DNA polimeraza a slnteUzează DNA cu o viteză de circa 50 
nucleotide/ secundă , de aproximativ 20 ort mal' ient decât DNA 
pollmeraza procarlotelbr. Dţ<>arece un · cromozom eucarlotlc conţine de 
regula de 60 ori mat mult DNA. replicarea bldlrecţlonată de la o singură 
origine ar dura o lună. Mlcrografllle electronice a1r cromozomilor 
eucartotlcl au arătat că aceştia conţin mal multe orlglnt . una la fiecare 
3 - 300 Kb îh funcţie de specie şi ţesut, astfel că faza S are loc numai în 
câteva ore. · 

Observaţtlle citologice Indică faptul că diferite regiuni ale 
cromozomului nu sunt replicate simultan el are loc activarea 
concomitentă a unor clustere de 20-80 repllcont ( unităţi de repllcare, 
care fiecare au o origine). Noi repllconl sunt activaţi în timpul fazei S 
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care lkcare au o orlglnt>) . Noi replkonl s1111t activat! iu timpul fazei S 
p.inf1 (';irict i11tn·g11l l'r\llllOZOlll ,Sit' ('Opiat. 

r~q1ltcarca 1111d 1111ila\l repllco11 t'ste Indusă de trm1scrlptla 
i,rlmerul11I. care este sub co11lroh1l segme11tdor e11hm1cer asociate cu 
orlgt1wa . Segmeult'k dl11 DNA e11IH111cer reglează !111\krea transcrlp\lel 
pr!H lut en11edl11l lacturllor de tra11s1:rlp\le. protdne l'ilt e ~thn11lea.za HNA
pullmeraza. Facwli de transcrlµ\le \esut-specllkl ~1 speclllcl ciclului 
celular pot comuta intre dlfertt11 repltconl. 

• Transcriptaza inversa 

Retrovln1sur!le . care sunt virusuri ale e11carlott>lor care conţin 
RNA ( vln1~url tumorale. virusul 11111111odellcleH\d umane HIV) co11tln o 
DNA polimeraza RNA-dependentă (p.47) . Aceasta transcrlptază 
inversă ce a fost descoperită în 1970 de TEMIN şi BALTIMORE 
acUonează slm.llar Pol I. slntetlzăud DNA in dlreqla 5'-3' pornind de la 
un prtu,er, tiparul fllnJ RNA. 

T:ra11scrlptazele Inverse din virusul mleloblastozel avlane şi din 
virusul sarcomulul ROUS sunt dlme1-1 ap cu mase ale s11u11ultăţ.1lor Je 
65 şi 95 KD. Aceste enzime au două actlvltătl enzimatice în plus: 

I) exoribonucleazlcă . prin care c!egrndează specltk RNA din 
hibridul llliA-DNA ( RNaza H. de la hibrid) ; 

2) o activitate DNA polimerazică DNA dependentă. 

ln timpul lntecţ1e1 v1ra1e cu un retrovirus. transcrlptazu Inversă 
transcrie RNA viral pe o catenă complementară cDNA fonnăud un hlbtid 
llNA-DNA, după care enzima degradează RNA şi replică cDNA formând 
d11plex11l DNA care este responsabil pentru lnfeqla virală din gazdă. 

Transcrlptaza Inversă este un adevarat Instrument în cercetările de 
1ugl11erle genetică datorttă capacltătll el de a copia mesajul de pe mRNA 
pe cDl-.JA. 
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6. MUTATIILE SI REPARAREA DNA 

Una dintre necesităţile fundru:nentale pentru ca o structură să aibă rolul 
de depozit permanent al Informaţiei genetice este extrema ei stabiHtate din 
punct de vedere al conţinutului în baze. al secvenţei . etc Deşi în mod 
normal. DNA este o moleculă stabilă . ea nu este Inertă chimic . existând într
un mediu reactiv cu o mulţime de agenţi flzlcl sau chimici care pot provoca 
modlflcarea sau îndepartarea bazelor, scindarea legăturilor fosfodlestertce, 
legarea covalentă a catenelor intre ele, etc. . Supus radiaţiilor lN, are loc 
modificarea bazelor. legăturilor oză-fosfat. 

Erorl pot apare, de asemenea, în timpul proceselor de replicare şi 
recombinare . condu.când la o Incorporare eronat& a uneia sau mal multor baze 
într-o nouă catenă . In maJorltatea cazurilor sunt necesare căteva cicluri de 
replicare a DNA înainte ca o modificare în structura unei baze să conducă la o 
leziune ireversibilă . 

?
-~ dezaminare , 1-a repli.care 1 2-a replicarei 1 

-----r U·G -----+ U·A ------T·:A. 
I I I I I I 

Utilizarea catenei cu defect ca tipar extinde defectul de la nivelul w1el 
singure baze la modlllcarea completă a unei perechi de baze. iar următoarea 
replicare stablllzează modificarea. 

Deoarece proprletătlle celulelor organismelor vil depind de secventa DNA 
din genele lor. modUlcărlle Ireversibile ale câtorva perechi de baze din DNA 
provoacă schimbări substanţiale în organismul corespunzător. Aceste 
modificări numite mutaţii pot fl ascunse sau vizibile, ultimele fllnd 
exprimate fenotipic. 

O mutaţie este o modlflcare stabilă în structura DNA. şi este frecvent 
exprimată ca o modlllcare fenotipică în organismul corespunzător. 

In funcţie de ortglnea lor. mutaţiile pot fl clasificate în : 1) substituUI de 
baze şi 2) mutaţi! (rame shifţ cu deplasarea cadrului de citire a informaţiei 
genetice. 

Substituţiile de baze pot fl : 

1) tranziţii ( substituţia unei perechi de b~ze purtnă-plrtmldlnă ( Pu
Py) cu altă pereche de baze Pu-Py şi 

2) transversil ( substituţia unei perechi de baze Pu-Py cu o pereche 
de baze Py-Pu) : 

-G-C-A-C- -G-C-G-C-
. --· ·· -c-6-T-6- -c-6-c-b-

-G-C-A-C- - G-C-T-C-:::, - ; , ; , 
-C-G-T-G- - C-G-A-G-

tranziţie transversle 

Mutaţiile (rame shitl sunt mal radicale fiind : 

l) inserţii ( Inserarea unei noi perechi de baze) şi deleţil ( dlsparttJ.a 
une;l _perechi de baze) : 
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-G-9-A-~-
-6-0-'i'-G-

Inserţie 
it. .. 

+ AGENTU MUTAGENI 

-0-~-fl,-Ţ-~- delete -~-C-~

C-G-t-A-G----- -C-G-G-

Iradierea şi anumiţi compuşi chimici sunt prlnctpallt mutageni : rareori, 
incorporarea greşită de baze de către DNA pollmeraze conduce la mutatu. 

MutaW chimice ale bazelor. Bazele DNA sunt sensibile la acţiunea 
diferitelor substanţe chlmlce : HNO2, NH20H. diferiţi agenţi de alchUare ca 
dlmetll sulfatul şi N-metll-N-nitro-N-nitrosoguantdtna 

HNO2 produce dezamtnărt : 

:X
NH, N J(O N 

N I >~HN I > 
~N N ~N N 

I I 
R R 

adenlna hlpoxantlna 

Aceste mutatu conduc la ruperea punţiJor 

Dezamlnarea guaninei la xantină nu
are niciun efect asupra capacttăţiJ de a 
fonna punţi de hidrogen, deoarece xantina 
formează pereche cu citozina ca şi 

guanina 

de hidrogen din duplexul DNA. 

IUchoz:Uamina dă reacţlţ de adiţie 
nucleofllă la dubla legatura C11 =C6 a 
citozinei: 

Dim.etil aulfatul alchlleaza 

NH, NH, 

7)-____H NHPH 7AJH, /"---. & - /"---. -NHOH 
o r o 7 \ 

R R 

o o r o r 
HN:XN'\_ DMS HN:.XN'\_ HP HN:.XN\_ 

I JH- I /H= I /'H+R 
H,NA N N H,NA N N H,w''""N N 

Ă Ă . 
Guanina 7-metll-guantna 
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F'onuarea unul atom de azot cuaternar destablllzează legătura gllcozld1că 
şi eliberează deoxlrlboza. 

!11 gc:11eral. 1tgenţH de alchilare pot afecta structura bazelor, pot 
conduce la ruperea legăturilor fosfodtesterlce şi la fragmentarea catenei DNA. 
pol lnleraqtona covalent cu ambele catene formând legături lnten:atenare. 

De asemenea. bazele DNA pot tl modificate ca rezultat al react1llor 
spontane în absenta reacttvtlor chimici. De exemplu, adenlna poate suferi 
dezam.lnarea hidrolitică la hlpoxantlnă : .. 

H H ..,_ 

'- N/ ' 1) 

):-rN) ll H,(Jl(N) 
~Njl__N ~N~N 

I I 
A A 

adeulna · hlpoxantlna 

Mutaţll sub acţiunea radillţlllor. Radiaţiile X şi UV generează mutaţll 
în cel ma.I mare grad. 

In moli normal. la echilibru. bazele e..xlstă în formele ceto sau am/110 şi 
numai mici canUtăl) exlsti ln forma e1wl sau imin.o: 

forma ceto fonna e,wl 

a uracllulul 

forma amino 

a adenlnel 

forma imin.o 

Energia rad1antă absorbită de baze tinde să deplaseze · echlllbn.tl spre 
fom1ele minore. care nu stabilesc punţi de hidrogen cu bazele partenere. De 
exemplu. forma imino a adenlnel stabileşte pnntl de hidrogen cu citoz1na (A C) 
şi nu cu tlmlna. Exts lcuta unor cantităţi crescute de formă enol a bazelor în 
momentul repllcărll creşte frecventa mutaţiilor în catena DNA nou sintetizată. 

Expunerea DNA la o energie rad1antă mare ( y sau X) poate conduce la 
modlflcărl directe în structura bazelor. Intennedlar11 produşi prin repulsie de 
electroni pot fi rearanjaţi conducând la deschiderea heteroclclurtlor bazelor şi 
ruperea legăturilor fosfodtcsterlce. In prezenta oxigenului au loc şi alte reacţll 
producând o varietate de produşi de oxidare. 

Iradierea cu raze X afectează în special bazele plrlmld1nlce. care 
d1mertzează. 

Erorile DNA polimerazel. Când deoxtnucleozld trtfosfatU (dNTP) sunt 
accesibili. DNA pollmerazele DNA-dependente ti.mctJonează cu o mare 
speclilcltate. lnsă DNA polimeraza RNA-dependentă. asocială cu un virus care 
produce o fom1ă de leucemie la păsări reallzează numeroase erori în selectarea 
nucleotidelor complementare tiparului. Este aleasă greşit o bază la circa 1000. 
Mal mult. majoritatea DNA pollmerazelor sunt Incapabile de a d1st111ge între 
dNTP normali şi analogu structurali. De exemplu„ 2-amlno purina poate fl 
incorporată în locul adenlnet. facând pereche cu cltoz1na . 
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Un alt exemplu este cel al 5-brom uracilului . care este incorporat în locul 
ttmlnel. Echlllbntl enol ceto pentru aceste două baze conduce la fonuarea 
într-o proportle mal mare a formei enol a 5-llrom uracilului decât în tlmlnă. 
Acest fapt apare datorită caracterului electronegativ al bromuiui. Forma enol a 
5-brom uracilului formează pereche cu guanlna, conducând la o tranzitfe: 

tranzitie 

AT---•GC 

Anumit! compuşi organici care au nuclee aromatice şi au structuri 
coplanare cu dimensiuni apropiate bazelor pot fl inserate intre perecl1Ue de 
baze ale duplexului DNA. Acest Bromura de etldlum 
proces este numit intercalare. 
In cursul JntercalărU. perechile s. 
de baze dJn DNA sunt 
distanţate permiţând inserarea NH, 

nucleului intercalat şi 
provocând alungirea 
duplexului. Continuitatea 
secvenţelor de baze în DNA este H.N 
întreruptă şi cltlrea bazelor de 
că,tre DNA pollmerază produce 
o catenă nouă datorită 
deplasărll cltlrlt mesajului -
genetic. Acridina şi bromura 
de etldium. sunt substante de 
Intercalare care produc mutaţllframe shift. 

♦ Mecanisme de reparare 

Orice leziune în structura DNA este reparată rapid. pentru menţJnerea 
mesajului genetic, prin mecanisme slmllare la E.coll şi la eucariote. 

1. Repararea prin inversarea directA a leziunll 

⇒ Fotoliza dlmerilor plrlmidinicl 

Radlatllle UV (200-300 nm) induc formarea unul inel clclobutU Intre 
resturi de tlmlna 
adiacente, de pe acelaşi 

catenă DNA. formând un 
dlmer tlm1nlc . 

Figura 53. 
Dtmertzarea resturilor de 
tlmlnă adiacente 
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Similar, citozina formează dlmert tlmlnă-cltozină, dar cu viteze mal nuci. 
Astfel de dtme1i plrlmldlnk~ distorsionează local stnlctura dublu catenară a 
DNA. impled1cărn1 nUl!zarea lui ca Upar .in transc1ipţte şi replicare (Figura 53). 

Dlmertl plrimldlnlci pot fi scindaţi la formele monomertce prin acttunea 
unei enzime ce absoarbe lumina, numltă enzim.A de fotoreactlvare sau 
fotollaza. Enzima din E.coll are 35 KD şi se leagă la dlmerll pirtm.ldlnlcl lntr
un prcces ce poate avea loc şi la intunertc, după care absoarbe Imn.Ina de 300-
500 nm în prezenţa unor agenţi cromofort ( FADH2 şi ptertnei) legatI 
necovalent. scindând dlmerul . 

⇒ lndepărtarea radicalilor alchil din duplezul DNA 

E:,qmnerea DNA la agenţi de alchilare de tlpul 
nitrosoguenidină (MNNG) produce resturi 

N-metil-N'-nitro-N-

de 06-metll guanină .Formarea acestor 
dertvaţ.l este mutagenă deoarece la replicare 
produc incorporarea T în loc de C: 

guanină 

0 6metil 
g~anin~ 

Leztunlie cu Q6-Metll -guanină şi .@6-Etn-guantnă din DNA E.colt şi din 
celulele mamlferelor sunt reparate cu 06-metil guanin-DNA- metil 
transferaza, care transferă d.lrect gruparea alchil la unul din resturtle el de 
clstelnă: 

~ , · ;;-SH .-8-'&~• 
t . w • • .:. \ , ·· N N ac ~ 1nact.1:va·•-

. A ) . . ··- _ _/ • HN N 

H,N N J metil transferaza H,l'N ) 

A 
0 6 metil guanin nucleotid guantn nucleotid 

Reacţia inactivează proteina, care nu poate fi strtct claslflcată ca enzimă. 
Reacţia alchil transferazei este foarte mult studiată deoarece carcinogeneza 
indusă de agenţi de alchilare este corelată cu o reparare deficientă a lezlunllor 
Q6•alchll- guanină. 
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2. Repltr'IU'ea prin excizie 

⇒ cu endma multlsubunltuA Uvr-ABC endonucleaza 

Dlmertl p1r1m1dlnlcl pot fl îndepărtatt şi prin acţiunea a trei actMtătJ 
enzimatice. Prtma este de fapt un complex enzimatic multisubunitar constând 
dln proteine codUkate de genele uvrABC ,numit UvrABC endonucleaza. De 
fapt. complexul enzimatic scindează prtntr-un proces ATI> dependent catena 
DNA cu leziune la două situsurt, cu opt nucleotide înaintea d1merulul pe 
partea 5' şi cu patm nucleotide dupa dlmer pe latura 3 '. Ollgonucleotidul de 12 
resturi scindat diluzează. DNA pollmeraza I umple golul şi DNA llgaza sudează 
crestatura rămasă. 

UvrABC endonucleaza scindează şi alte Upurl de leziuni din DNA. 
caractertzate prin deplasarea bazelor de la pozttIUe lor nom1ale sau rezultate 
din adăugarea unul substituent voluminos în structura bazei. Capacitatea 
catalitică a UvrABC endonucleazel este mărită de distorsionarea hel1xulul şi 
nu de recunoaşterea wior grupări particulare ( Figura 54) . 

:1111.1u.1 I.I I li I QuH1rn: 
-l Uvr ABC 

endonucl.eaza 

~)~ 
-.-.-.: U l,.....,..,ll l'"T"'T""I, I I lJWllio:ul+i-r-,-,111 [ ......... .I g 

Pol I I 
DNA ligaza ~ :~ 

o.I I 11 l l I I lTrrrr F1TtT11Jl]J]] 

! 
· 111111111'1 I HI 1·1 r I FHI 1111 U 

Figura 54. Repararea 
dimertlor plrtmidlnlcl cu 
ajutorul UvrABC endonucleazel. 

La oameni. maladia 
ereditară xeroderma 
pigmentosum ( xeros - uscat : 
derma - piele, 1n greacă) este 

rezultatul 1ncapacltătJ.1 celulelor plelll de a repara leziunile induse de UV in 
DNA. IndlvlzU care suferă de aceasta tară autosomală recesivă sunt extrem de 
sensibili la lumina soarelui. In timpul copilăriei, el prezintă modlflcărt 
marcante ale plelll ca : uscarea, pistruierea excesivă, keratoza , ca şi leziuni la 
nivelul ochilor cu ulcerarea corneei. El dezvoltă cancere ale plelll, fatale. · 
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⇒ cu DNA gllcozllaze , endonucleaza AP 

DNA cu o leziuni poate reparat prtn excizie cu participarea unei 
varletătJ de enzime. Celulele contJn DNA gllcozilaze care scindează specule 
legătura gllcozld!că a nucleotidului modtflcat, eliberând baza azotată modtflcată 
Astfel de sltusurl apurlnlce şi aplrlmidlnlce (AP) pot O, de asemenea, 
generate 1n cond!tJl flzlologlce normale prtn hidroliza spontană a unei legături 
gllcozldice. 

Restul de deoxiriboză este apoi scindat pe o parte de o AP endonucleazl. 
resturile de deoxirlboză. Iar pe cealaltă de exonucleaze celulare. Golul este 
umplut de DNA pollmeraza şi crestatura este sudată de DNA llgaza . 

Studllle de dezamlnare a citozinei au arătat că uracllul este o bază înalt 
mutagenă. Când apare în DNA. U este scindat de uracll-N-gJJcozllaza. fllnd 
apoi înlocuit cu C prtn mecanismul reparărl1 prtn excizie. 

Uracil N-gllcozllaza are şi o altă funcţie Importantă 'în repltcarea DNA. 
dUTP este w1 intem1edlar în sinteza dTIP. DNA polimerazele nu discriminează 
sutlclent între dUTP şi dTTP şi în eluda concentratJel miel de dUTP în celulă, 

apare poslbllltatea lnserărl1 greşite a U ( Figura 55). 

~ Uracil DNA 
~ glicozilaza 

~ - DNA pol + 
~ - DNA ligaza 

3 . . Repararea prin recombinare 

Figura 55. 

Repararea DNA cu 
uracil DNA ~cozllaza 

DNA cu leziuni poate suferi replicarea înainte ca leziunea să poată fi 
eliminată de sistemele de reparare descrise anterior. Replicarea DNA 
conţinând un d!rner plrtmidlnlc poate fl lnteruptă de distorsionarea tiparului şi 
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poate fl reln1ţtată la o anmltă distanţă de sltusul dimer. Catena fllcă rezultată 
prezintă un gol în poztţta opusă dimerulul ptrtmtdintc.O astfel de leziune poate 
fi reparată prin recombinare ( reparare post-repllcatlvă) • când se transferă 
segmentul de pe catena parentală Intactă pe catena cu defect ( Figura 56). 

6:j I 111111111 [ 11 ~ 11 lL[L,~ 
3

: DNA cu .. 
3 I 5 un dimer pirim_idinic 

replicare ţ 

· i 11111 j 1111111 ~.n lllli~:~:~: î!l~ita1ă 
LI [I 111, I l I l } J 11 J l I l l L L[ IJ jJL duplex · p~A normal 

recomb~n~e · ··-'" f 
reparare 

Jfigura 56 . Mecanismul reparărll DNA prin recombinare · 

♦ Răspunsul SOS 

Agentlt care produc leziuni ln DNA ( radiatltle UV. agenttt de alchilare, 
agentlt de inreţelare) Induc un sistem complex: de modiflcart celulare, care la 
~ este numit răspunsul SOS. 

O celulă de E.coll conttne în mod normal câteva copu moleculare ale 
proteinei recA. S-a observat că o leziune la nivelul DNA Induce sinteza unul 
număr de 100 ort mat mare de copu moleculare ale proteinei recA ,precum şi 
a altor 15 proteine. In mod normal, sinteza mRNA care codiflcă aceste proteine 
este blocată de o proteinl represor le:z: A (22 KD) • Analtze genetice au arătat 
ca LelCA. funcţtoneaza ca un represor al unul numar de operont, Incluzând şi pe 
acela al genelor recA şi lexA. · 

Complexul format intre segmentul monocatenar al DNA cu recA 
hidrolizează o legătură Ala-Gly din structura proteinei lez A. anulându-l 
capacitatea de a bloca transcrtpţta. Distrugerea represorulul lelCA. conduce la 
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sinteza crescută a proteinei recA, a protenelor 88B , a complex.lui UvrABC 
şi a nucleazel care scindează d1mer11 tlmlnel . 

S-a observat că mutanţ1 aJ E.coll la nivelul genelor recA sau lex:A prezintă 
acest raspuns SOS ln mod permanent. 

• Identificarea carcinogenilor 

Multe forme de cancer ( circa 80 %) sunt cauzate de expunerea la 
anumltl agentt chimici ( carcinogeni). In carcinogeneză, evenimentul primar 
este lezarea DNA Substanţele cancerigene Induc răspunsul SOS la bacterii şi 
acţ1onează ca agenţ1 mutageni lndirecţ1. De fapt. există o înaltă corelaţie intre 
carcinogeneză şi mutageneză. 

Există teste standard , efectuate pe animale , pentru testarea efectului 
posibil carcinogen al unor substanţe ( chiar medicamente). care durează circa 
trei an1. 

AMES a prezentat o metodă pentru testarea carcinogenezei bazată pe 
corelaţia carclnogeneză-mutagene.ză. Pentru testare se folosesc tulpln1 de 

Salmonella typhtmurlum ms- ( nu pot sintetiza histidina ,deci nu pol trăi în 
absenţa acestul aminoacid). cu anvelopa celulară lipsită de pollzaharldul care 
conferă bacteriei lmpem1eabllllate fată de multe substanţe şl cu uu sistem de 
reparare prin excizie Inactivat. Mutageneza, în aceste tulpln1, este Indicată de 

reversarea lor la fenotipul ms+. 

In testul AMES; circa I o9 bacterU sunt pulverizate pe o placă cu mediul 
de cultură fără histidină. Un agent mutagen introdus în mediul de cultură 

provoacă revenirea unul numar de bactertl la fenotipul ms+ care este detectat 

uşor prin apariţia la 37°C după două zile unor colonll vizibile. Mutagenicltatea 
unei substanţe este calculată în funcţte de numărul colontllor care apar, prin 
comparaţie cu un experiment d1n care lipseşte agentul mutagep. 

Multe substanţe necarcinogene sunt transformate în substanţe 

carcinogene în ficat şi în alte ţesuturi printr-o varietate de reacţii de detoxillere. 
Dacă se supun miel volume de homogenate hepatice testului AMES se poate 
aproxima efectul metabollzărtl lor. 

S-a stabilit o bună corelaţ1e ( cca 80 %) intre rezultatele testului AMES 
şi al experienţelor pe animale privind corelaţla carcinogeneză-mutageneză a 
unor compuşi. Curbele doză-răspuns, care se trasează în testarea unul 
compus dat la diverse concentratu sunt aproape totdeauna lineare, arătând 
neexistenta unei concentratu prag de mutageneză. 

O serie de compuşi pe care oamenll îl folosesc curent s-au dovedit 
mutageni prin testul AME8 şl carcinogeni prin testele pe animale. Aflatoxlna B 
1, produsă de mucegaturt ce trăiesc pe cereale s-a dovedit unul dintre cel mal 
potenţt carcinogeni testaţl . Alimentele brunlflcate sau carbonizate ce apar in 
carnea fiartă sau pâinea praJltă conţln o varietate de produşi ce produc leziuni 
la nivelul DNA 
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7. TRANSCRIPTIA 

Expresia informaţiei genetice conţ1nută într-un segment de DNA este 
transcrisă în structura diferitelor tipuri de RNA Cu excepţia RNA genomului 
anumitor virusuri, toate moleculele de RNA sunt derivate din lnformatla 
stocată în DNA . Sinteza macromoleculelor ce RNA direcţionată de DNA poartă 
denumtrea de transcripţie. Procesul de transcriere a mesajului genetic de pe 
DNA pe RNA are loc în trei etape distincte : iniţierea , alungirea şi terminarea 
transcripţie!. 

Astăzi se cunoaşte că macromoleculele de RNA au nu numai functu 
lnformaţtonale el şi catal!tlce, participând la procesu! complex de maturare al 
transcrtptuJuJ RNA prtmar. 

• RNA polimereza procariotelor 

La procartote există o singură enzimă care sintetizează toate specllle de 
RNA cu excepţia RNA prlmerl lmpUcaţl în replicare .Enzima catalizează 

condensarea rtbnucleozld trlfosfaţilor cu eliberare de plrofosfat într-un proces 
dependent de 1onl1 de Mg 2+ ( p.50). Fiecare nucleotid din RNA nou format este 
selectat pe baza lnteracţlllor dintre perechile de baze WATSON-CRICK : 
resturile urtdllat (U ) sunt Inserate în RNA în poz1ţ11 opuse resturilor de adenllat 
(A) din catena tipar DNA : resturile de guanllat (G) şi c1Udllat (C) de pe DNA 
speclftcă C şi respectiv G în noua catenă a RNA : 

5' GCAATTCGATC 3' catena (+), non-tipar. non-sense a DNA 

3' CGTTAAGCTAG 5' catena(-) ,tlpat, sense a DNA 

5' GCAAUUCGAIJ 3' catena nou formată a RNA 

RNA pollmeraza de la E.coll are o masă moleculară mare, de 480 KO, un 
diametru de circa 100 A , fl1nd totuşi o enzimă solubilă. 

După cum deja s-a arătat RNA polimeraza are functu multiple : 

I) selectează corect rlbonucleozid trlfosfatu conform Informaţiei 
genetice înscrise în DNA şi catallzează policondensarea lor în direcţia 
5'-3', enzima deplasându-se unidirecţional de-a lungul tiparului: 

2) copie mesajul de pe o singură catenă a duplexulu1 DNA tlpar, 
numită catena sense sau (-) . în fiecare cromozom fiind utilizate ca 
tipar gene de pe diferite catene : 

3) recunoaşte şi se leagă la sltusurt speclflce ( situsuri promotor ) 
de pe molecula DNA ( Ia E.coll există circa 2000 sltusurt promotor la 
un genom de 4 x 10 6 perechi de baze ) ; secvenţele reglatoare în 
transcripţie prin convenţie sunt descrtse ca secvenţe ale catenl non
sense: 

4) depliază parţial DNA pentru a produce un tipar monocatenar: 
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5) lnteractlonează cu proteine activator sau represor ce modulează 
vlle:za transcrlpliel: 

fj) sintetizează HNA prhner esenţial pentru tranzlatte : 

7) recunoaşte semnale de tennlnare lllnd impllcatA şi in tennlnarea 
procesului de transcripţie după copierea genei : 

8) neavând acUvltatea., 3'-5' exonucleazlcă fidelitatea transcripţiei este 
mal mică decât cea a repllcărU: frecvenţa eiorllor fl.lnd de o bază 
incorporată greşit la 104 

- 10 5 transcr1se. 

Complexitatea acttvltătU RNA pollmerazel se reflectă in structura el 
cuaternară. Holonzlma izolată de la E.coll are o structură ollgomeră ( Tabelul 
16) cu compoziţla al BP'o. 

Tabelul 16. Structura subunitară a RNA pollmerazel din E.coll 

Subunitatea Masa moleculară (KD) rolul 

a 37 necunoscut 

p 151 subwlltatea catalitică. cu 
rol în formarea de legături 
fosfodlesterlce 

B' 156 legare la DNA tipar 

(J 70 recunoaşte promotorul şl 

lnltlază sinteza 

RNA polimeraza fără subunitatea a este nmnltă <.'Ore pollme~ şi deşi 
este lmpllcată în procesul de policondensare ( proceslvitate ) nu este capabilă 
de a blltta transcripţia. 

_Subanltatea a pemllte holoenzimei să se deplaseze rapid de-a lungul unei 
cateue DNA pentn.1 a găsi şi recunoaşte eecvenţele promotor. Odată 

transcrlpţla lnlţlată, subunitatea a disociază. core pollmeraza se leagă mal 
puternic la DNA fom1ându-se un complex ternar enzlmA-DNA-RNA . 

Subunitatea p· conttne dol at01nl de zlnc cu rol în functta catalitică. 

♦ Secvenţele promotor la procariote 
r 

RNA pollmeraza se leagă la situsurl de lniţlere cu secvenţe de baze 
speciftce de pe catena DNA tipar . numite promotori - ce sunt recw1oscute de 
un factor a . Aceste sltusurl au fost evidenţiate · prin experimente îu care 
complexul DNA tipar - RNA pollmeraza . în absenţa rlbonucleotldelor a fost 
tratat cu o deoxlrobonuclează care scindează tiparul cu excepţia secvenţelor 
promotor protejate prin legare cu RNA pollmeraza . Studll de acest tip au 
arătat că este protejat un segrnent de circa 40- 60 resturi nucleotldtce. 
locallzate la extremitatea 5' a sltusulul start al transcripţiei. 

Contactele promotor-holoenzimă a fost identlflcate prtn metoda foot 
printlng care constă în alchilarea cu dlmetll sulfat (DMS) a pozl\Ulor N7 ·a 
guaninei, N1 şi N3 a adenlnel şi N3 a citozinei . Deoarece_~' de la adenlnă şi N3 
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de la citozină participă la formarea de perechi de baze. metoda dlferenţlază 
intre DNA mono- şi dl-catenar. 

Prtn convenţle . o pereche de baze este desemnată printr-un număr insoţlt 
de semnul l+I sau 1-1 in functte de direcţia de deplasare a RNA pollmerazel . 
Primul nucleotid transcris in RNA este notat + 1 ( sltusul start ). Nu există 
sltusul zero (o). RNA pollmeraza se deplasează in dlrecţla 5'-3'. deci promotorul 
se află înaintea nucleotidului + 1. 

,Regi.unea 1-20)- 1+20) este protejată total faţă de digestia cu DNază I. deci 
holoenzima se leagă puternic ( constantă de disociere K = 10 ·14 M ). Regiunea 
(-601-1-20) este protejată lntr-un grad mal mic, deci holoenzima se leagă mal 
puţln puternic . 

Secvenţele promotor ale bactertllor nu sunt Identice dar wiumlte ucleotide 
rămân conservate . Astfel, majoritatea promotorilor de la E.coll şi bactertl 
înrudite au la extremitatea 5· a sltusuiui start : 

1) secvenţa 1-10 ) sau · boxa PRIBNOW . de circa şase perechi de 
baze • cu o structură consensus 5' TATAAT3' ,conservată de-a lungul 
evoluţlel şi 

2) secvenţa (-35) , denumită astfel deoarece se gaseşte in Jurul 
pozlttel 1-35) • cu o structură consensus 5' TCTTGACAT 3'. 

Studiul a 112 regi.uni promotor, la procariote, Indică o secvenţă 
conservată ( Figura 57 ): 

regtunea -35 spacer regiunea -10 spacer start 

trp ITGACA N11 TIMCT N1 A 

tRNAT)Jr 1TIACA Nl6 TATGAT N1 A 

Inc 1TIACA N11 TATGTI Ns A 
recA TI'GATA N15 TATMT N1 A 
aroB,A,D CTGACG NIB TACTGT Ns A • 

secvenţa consensus TTGACA TATAAT 

Figura 57. Secvenţele a cinel promotor de la E.coll pentru genele 
lmpllcate in metabllsmul triptofanului (trp). lactozei (fac) şi arablnozel (am) : 
pentru gena ce codifică tRNA 1Yr şi proteina recA. Toate secvenţele sunt 
prezentate in dlrecţla 5i.3• ( pe catena netlpar), fllnd separate prin regiuni de 
spattere ( spacer) formate dintr-un număr variabil de nucleotide (N). 

Nucleotidul de lnlţlere (+1) care este A sau G este centrat într-o secvenţă 
mal puţln conservată CAT sau CGT după 5-8 perechi de baze de la boxa 
PRIBNOW. 

,,., Unll promotori de Ia E.coll diferă considerabil de promotortl standard 
prezentaţl in Figura 57. recunoaşterea acestora de către RNA pollmeraza fllnd 
mediată de alţi factori a . Un exemplu în acest sens este cazul genelor heat· 
shock a căror exprimare este Indusă de o stare de stres, cum ar fl creşterea 
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bruscă a temperaturii . RNA pollrneraza se leagă la aceşti promotort când 
suhunttatt>a a nonnală ( desemnată u70 deoarece are o masă moleculară de 70 
KD) este mlocuttă d1:: o sub1m1tate u diferită . cl:i ( masă moleculară 32 KD) 
spectilcă pentru promotoru heat-shock. 

Dlkrttele secvenţe promotor se deosebesc prin eficacitatea lor : unu 
lnitlazi1 frecvent lnltlerea trauscrtpl,let ( la fiecare două secunde) al~ acţ1onează 
mal lent ( o dată la 10 minute ). Prtmll , aşa numitll promotori wstrong" se 
găsesc în reg1w1lle 1-10] şi [-35] - separate de o secvenţă de circa 17 nucleotide. 
Al doilea lip de promotori ~weal< prezintă multiple substltutll la nivelul 
acestor regiuni. O singură mutaţie în regiunea 1-10) sau 1-35) poate conduce la 
pierderea rolulul de iniţiere a transcrtpţlel . 

♦ Iniţierea transcripţiei 

In căutarea secvenţelor promotor,RNA polimeraza se leagă la un DNA 
dublu hellcolclal, care însă nu poate servi ca tipar pentru dtlrea mesajulul . O 
regiune din acest duplex trebule desplrallzată pentru că numai una d1n catene 
să poată fi transcrisă ( catena sense ). O asemenea situaţie este favorlzată de 
aparlţla unor structuri supercoil negative în molec1 ila duplexulul DNA, însăşi 
RNA pollmeraza putând deplia 1.6 ture de helLx d1n B-DNA DNA giraza poate 
creşte eficacitatea promotortlor prin capacitatea el de a Introduce aceste 
structuri. 

RNA polimeraza se leagă la promotor printr-un proces care arc loc în 
două etape . Inlţ1al holoenzima se leagă la DNA. migrând apoi spre regiunea 
1-35) şi formând aşa numitul complex închis . DNA este desplrallzat pe 
parcursul unul segment de aproximativ 1 7 perechi de baze începând de la 
regiunea 1-10] . expunând slutusul de Iniţiere de pe catena tipar .RNA 
polimeraza se leagă mal puternic la această regiuni! desplrallzată ·fom1ând 
complexul deschis , datorltă prezenţei perechilor de baze A..T d1n regiunea 
PRIBNOW ( Figura 58). 

Nucleotidul 5'-termlnal d1n structura RNA procartotelor are aproape 
întotdeauna o bază azotată purln1că ( de regulă adenlna), exttând o structură 
5•-trtfosfat terminală pppG sau pppA. Spre deosebire de DNA pollmeraze, RNA 
pollmeraza nu necesită prezenta unul prlmer, reacţia de inlţlere l.llnd : 

pppA + pppN ◄- pppApN + PP 

După formarea primei legături fosfodiesterlce, subunitatea q dlsoclază, tar 
core polimeraza ramâne legată la tiparul DNA până la tenu.lnarea procesului 
de transcript1e. Subunitatea u se poate unl cu o altă moleculă de care 
polimeraza pentru a forma un nou complex de lniţiere, 

Inl\(erea procesului de transcripţie este reglată deoarece necesltăţile 
celulare pentru produsul unei anumite gene varlazâ 1n anumtte condlţil 

celulare şi în diferite stadll ale dezvoltărtl. Variaţia aftn!tăţU RNA pollmenu:ei 
pentru diferite secvente promotor este un prtm control. De asemenea, o 
varietate de proteine se leagă la promotor sau la secvenţe dln vecinătatea 
acestuia _activând sau inhibând transcrtpţia. La E.coU , proteina CAP ( 
catabolit gene activator proteiI1) activează transcrtpţia genelor r.are codlftcă 
enzime din catabolismul glucidelor, altele decât glucoza, când t:elulele sunt 
forţate să crească în absenţa glucozei .Represorll sunt protelne care 
blochează sinteza RNA la gene speclflce . 
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Figura 58. 

Etapele procesulul de transcl1pţle 

la E.coll : formarea complexelor 

închis şi deachis. 

• Alungirea catenei RNA 

RNA 

6' 
a· 

poU„meraz
1
a prc:":qotor B ~~~;::, =====:: 

Polimera~a formeaz~ un 
complex rnchis ~n 
regiunea -35 

~ =====(,;:c-;;-;, 
··/ · ~ 

! Polimeraza migrează 
tn regiunea -10. DNA 
este despiralizat 
formSnd complexul 

,_~is 
-:-:-t. .... _ __,,-J\:. . 

I a ~ catena tipar . 
_ P-P-P- ~ · 1 . ~ncepe sinteza 
purin nucleo- mRNA 
tid trifosfat 

;:fi)= 
't:i~TW subunitatea I este 

eliberată clnd · 
PP1 l' °' po 1meraza trece 
Iv de promotor 

~ 

Această etapă începe după formarea primei legături fosfodlestertce . 

Studll de incorporare a y 32 P -GTP în RNA şi cu cordicepină au 
demonstrat ca din holoenzimă core 
pollmeraza adaugă noi resturi de 
rlbonucleotlde in dlrecţla 5'-3'( 
Figura 59) . Cordicepina este un 
antibiotic cu structură analoagă 
adenozlnel care lnhlbă sinteza RNA 
prin inserarea la capătul Iul 3· şi 
prin blocarea etapei de alungire . Ea 
pl;I, . ~ ., aj'ecta . sinteza RNA. dacă 

Cordicepina 

NH2 

'(r) 
HOCîci2 o 

H H . 
H H 

H OH 
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alw1gt.rea s-ar realiza în direcţia 3'-5'. 

. Figura 59. Alungirea 

catenei RNA nou 

format pe un tipar 

DNA 

III .... 
CI 
rt 
(D 
N 
Dl 

Noul RNA 

~········« 

-~ 

In cursul etapei de alungire core pollmeraza formează un complex cu 
RNA nou format, legat într-un hellx hibrid de catena tipar a DNA.( cu o 
lungime de circa 12 perechi de baze) . Regiunea conţinând RNA pollmeraza, 
DNA şi RNA nascent se numeşte bucii de transcripţie deoarece conţine un 
segment din duplexul DNA desplrallzat, "topU- ( Figura 60) . Lungimea 
hibridului DNA-RNA şi a regiunii desplrallzate din DNA rămân constante când 
RNA pollmeraza se deplasează de-a lungul DNA tipar. Capătul 3'-htdroxtl al 
RNA din acest hibrid atacă atomul de fosfor a al rtbonucleoztd trtfosfatulul care 
urmează a fl condensat . Core pollmeraza mal conţine un sltus de legare şi 
pentru cealaltă catenă DNA. 
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RNA polimeraz 

supercoil negativ 

(a) 

5' 

3' 

Figura 60. Alrmglrea moleculei RNA nou formate. a) bucla de transcripţie 
şi b) structurile supercoil din faţa şi din spatele buclei . 

Viteza transcripţiei este de 20-50 nucleotlde/secrmdă la 37° C. bucla de 
transcripţie deplasându-se în acelaşi timp. Hibridul RNA-DNA trebuie să se 
rotească la fiecare nucleotid adăugat astfel ca extremitatea 3'-0H a RNA să 
rămână la situsul catalltlc . 

• Temdoarea transcripţiei 

Sinteza RNA are loc până când RNA pollmeraza întâlneşte o secvenţă care 
U Induce disocierea . In această etapă nu se mal tformează noi legături 
fosfodlesterlce • hibridul DNA-RNA disociază. regiunea ·topită. este 
resplrallzată şi RNA pollmeraza disociază de pe DNA . 

La E.coll există cel puţin două tipuri semnale stop ,care Indică sfârşitul 
cltlrlt mesajului genetic: unul dependent de un factor proteic p (rho) şi un 
altul Independent de acesta . 

Tlpul de semnal stop Independent de factorul proteic p are două 
trăsături distincte : · 

1) catena tipar DNA are o secvenţă pallndromlcă bogată în resturi GC 
urmată de o alta bogată în resturi AT . care sunt transcrise in RNA 
într-o manieră auto-complementară ce conduce la fom1area unei 
structuri hairpln ( ( Figura 28. p. 52) cu 15-20 nucleotide înainte de 
sfârşitul moleculei transcrlptulul RNA ; 

2) apare în catena DNA tipar o secvenţă oUgo-adenilat care este 
transcrisă in oUgo- urldllat la sfârşitul RNA. . .,.,, 
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Hellxul hlbridulul RNA-DNA ,la nivelul structurll hairpln este lnstabU 
datorită perechllor de baze U-A , RNA po}lD1enu:a face o pauză de câteva 
secunde în deplasarea el - soldată cu o ·modillcare confonnattonală în 
stn1ctura enzimei . In aceste condltu RNA nou_ fo~t disociază de pe catena 
DNA tipar ' . Core poUmeraza are o afl.nJtat~.:~QJ,)nlcă _ faţă de duplexul DNA 
decât fată de DNA monocatenar • ceea ce perillîte· eliberarea DNA şi relegarea 
subunltătU a . 

Semnalele st~p -dependente ,; de ' factorul p ce indică terminarea 
transcrlptfel nu au secvepta ollgo.adenllat.clo a;ltp. _struetură pallndrointcă care· 
transcrisă conduce la fonnarea în -transcrtphi}j>~y:utr a unet structuri hairpln. 
RNA polimeraza face o pauză în dreptul acestor. secvenţe şi disociază Qumal 
dacă proteina peste prezentă. Factorul p recunoaşte cel'puttn trei semnale 
stop. 

r , , 

. Proteina p este un );J.omoh~er.Joqnat din. şase sublllllt4ti ,, ,a. .. cşţ~J§. 
rm ·necare - care se leagă speclflc la .o s<;:ţventă de 72 nucleotfde ide){N4 
monocatenar ( 12 nucleotide la fiecare subunitate ). Această proteină ,1U"e o 
ac-tlvttate RNA-DNA hellcazlcă ATP-dependentă care îl- penhlte deplasarea 
unldlrecţlonală de-a ·lungul RNA nou sintetizat c_ătre bucla de transcripţie şi 
scindarea heli,xulul hibrid RNA-DNA prln ii:ldepărtarea RNA. 

O trăsătură comună · se~_venţelor stop depende~te sau nu d~ p"l'Otelna . ' ' 

p este că aceste semnale se găsesc mai degrabă în RNA nou sintetizat 
decât în DNA tip~ • 

o altă proteină, nusA ajută RNA pollmeraza -~ E.coll să r~~~as.că ·:q 
clasă de sttusuri de tern:unare . Bacteriofagul Â. .stntetlzează protJi:hî.; --~ , 
antitenrunare ce facllltează transcrierea anumitor gene . . La E.coll i.eniruilele 
de terminare. numite atenuatori sunt reglate pentru a răspunde la neţesitătJle 
nutriţionale ale celµlet. · · 

♦ RNA pollmerazele eucariotelor 

La eucariote există, 4-5 pollrneraze. fiecare sintetizând o anumlt1r' specie , 
moleculară de- RNA ; · deosebindu-se prln specificitatea pentru . DNA tipar. 
locallzare şi susceptlbllttate la inhibitori ( în special la a-~1anltină) . Fiecare se 
leagă la o secvenţă prori1otor distinctă . 

RNA pollmeraza I, localizată în nucleol. sintetlzează precursorll 
majorttăţll rRNA : 18S . 5,8S şi 28S. Promotorul ei variază ca secvenţă de la o 
specie la alta . Enzima este insensibilă la a-amanttlnă, la concentratu mat mart 
de 1 mg/ml. ..._, 

RNA polimeraza n. localizată în nucleoplasmă slntetlzează precursorU 
mRNA Această enzimă recunoaşte sute de promotori, mulţi prezentând 
slmilltudtnt . In legarea_ RNA pollmerazei la promotori .sunt wpllcate proteine 
numite factori de. transcripţie. Enzima este extfein ·de sensibilă la a
amantttriă, care 6 inhlbă la concentratu foarte miel de 10·5 

- 10·9 M. 

RNA . pollmeraza m . localizată în nucleoplasmă sintetizează precursorU 
5S rRNA, · tRNA şl RNA miel nucleolart şi cltosollct. Unele secvenţe necesare 
petru reglarea lniţlerll transcripţiei de către această enzimă sunt localizate în 
interiorul genei insăşl. în timp ce altele sunt localizate înaintea sttusulut start . 
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Această enzimă este sensibilă la a-aman!Ună ,care o lnhlbă însă la concentratu 
mal mari ( 10-5 

- 10-4 M). 

In afara enzimelor nucleare , eucariotele au RNA polimeraze în 
mltocondrtl şi cloroplaste . Enzima din mitocondrie sintetizează toţl mtRNA. 
fiind insensibilă la a-amanltlnă . Ea este inhibată de rtfampicină, un antibiotic 
la care este sensibilă şi RNA pollmeraza E.coll. 

RNA polimerazele 1,11 şi m au o structură subunitară şi o · masa 
moleculară care variază între 500 şi 700 KD. Ele conţln două subunttăţl 
diferite M large" cu masă moleculară mal mare de 100 KD şi mal multe 
sub~tăţl diferite Msmall M cu mase mal miel de 90 KD. Unele d1n subunităţile 
miel apar în două sau în toate trei tipurile de RNA pollmeraze . Subunttăţlle 
cele mal mari din RNA pollmerazele II şi m, de la drojdie . prezintă un grad 
mare de omologie între ele şl cu subunitatea pa RNA pollmerazei din E.coll. 

RNA polimerazete_eucariotelor prezintă un mecanism de acţlune similar 
cu cel al enzimei de la procariote : catalizează atacul nucleofil al grupărll 3'-0H 
din catena RNA în creştere asupra atomului de fosfor a din rlbonucleozld 
tr1fosfatul care urmează a fi condensat. nefllnd necesară prezenţa unul prlmer. 
alw1glrea catenei având loc în direcţla 5'-3' citind mesajul catenei tipar a DNA 

Aceste RNA pol!meroze_nu au activitate exonucleptcă cu ajutorul căreia 
să poată corecta erorile inserate în RNA nou sintetizat . 

~ Secvenţe promotor la eucmiote 

Genele care codillcă rRNA sunt localizate în nucleol. Intr-o celulă 
eucariotă există câteva sute de copil ale fiecărei gene a rRNA . Aceste secvenţe 
transcrise în rRNA sunt repetate în tandem în DNA conţinut într-o regiune 
speclflcă a unul cromozom . Fiecare astfel de unitate repetitivă este transcrisă 
ca o unitate. producând un transcrlpt primar ce conţine o copie din fiecare din 
speciile 28 S. 5.8S şi 18 S ( Figura 61). 

Figura 61. Structura 
unei unttăţl de transcrlpţle 
arRNA 

DNA I ID '! 
i I ! 

Pnt-rRNA i-1 -E====3i"10El---E==~jl 5' 

t 28S rRNA ţ fs.asf ţ ies ,ANA ţ 

Promotorul recunoscut de RNA pollmeraza I a fost Identificat prin 
determtnarea vitezelor de transcrlptJ.e a unor mutanţi al genelor rRNA din 
Xenopus laevts. Exprimarea optimă a acestor gene necesită integritatea 
segmentului (-142) - (+6) ,far secvenţa mlnfmă necesară pentru fntţferea 

transcripţiei este (-7) - [+6)., RNApollmeraza I se leagă la acest ultim segment 
minimal , în timp ce restul promotorul1;11 are rolul de legare a factorilor de 
transcrlpţle. 

Transcripţia rRNA este foarte rapidă deoarece sinteza ribozomtlor limitează 
creşterea celulei. Există date că fosforllarea RNA pollmemzel I poate activa 
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transcripţia rRNA. de exemplu, în timpul creşterii embrtonare sau a regenerărU 
ficatului . 

RNA polimeraza II este responsabtlă pentru st.nteza mRNA în nucleu. In 
acest caz ,procesul transcrlpţlonal este caracterizat prin trei trăsături comune: 

1) secvenţele DNA care controlează transcripţia sunt complexe. o 
singură genă fl1.nd controlată de 6-8 segmente DNA în afara 
promotorului, care acţlonează concertat: 

2) efectul secvenţelor DNA care controlează transcripţia este mediat 
de proteine ( factort) de legare pentru fiecare segment: 

3) factoril de transcripţie când se leagă la secvenţele DNA 
1.nteracţlonează între ei şi cu RNA polimeraza II pentru a activa 
t.ranscrlpt1a. Act1vităUle acestor factori de legare a DNA şi de acdvare 
sunt realizate de domenll separate ale moleculelor proteice 

Promotorii RNA pollmerazei II, asemenea celor ai enzimei procariotelor 
sunt poziţionaţi pe latura 5' a sltusului start al transcripţie!. 

O primă secvenţă promotor localizată înaintea sltusului start al 
transcripţiei. centrată în Jurul poziţiei (- 251 este numită boxa TATA sau boxa 
GOLDBERG-HOGNESS ( după numele celor care au descoperit-o în 1978) şi 
prez1.ntă similitudini cu boxa PRIBNOW ( TATAAT) de la procariote : 

5'TATAAAA3" 

Boxa TATA este prezentă la aproape toate genele eucariotelor ce dau 
naştere la mRNA . Deleţll sau mutaţii în boxa TATA nu elimină transcrlpţla ca 
la eucariote, lndlcănd fapml că boxa TATA partlcip[t numai la selectarea 
situsului start translaţional. 

Elemente promotor apar şi în regiunea (-50] - [-110] unde e.xtstă boxa 
CAAT şi boxa GC : 

5· GGNCAATCT 3· 5· GGGCGG 3' 

Genele structurale exprimate constitutiv ( genele house keepring ) au 
una sau mal multe copil ale boxei GC ( CGGCGG) localizate în fata sltusului 
start al transcripţiei. Poziţiile acestor secvenţe variază de la un promotor la 
altul. în contrast cu localizarea aproape constantă a regiunii -35 de la 
procariote . 

Deci, un promotor al precursorilor mRNA din eucariotele superioare 
are următoarea structură de bază : 

-110 -40 -25 sltus start 

vvvvvvvv CAAT vvvvvvv GC vvvvvvvvv TATA vvvvvvvv 

boxă boxă boxă 

Diversitatea naturii şi poziţlllor secvenţelor promotor din genele eucariote 
arată că ele trebuie să fle recunoscute de diferite proteine speciflce. Astfel, de 
exemplu RNA polimeraza II nu poate recunoaşte sttusurlle promotor in 
absenta factorilor de transcripţie. De exemplu. proteina Spl din celulele 
mamiferelor este necesară pentru transcripţia genelor a căror promotori conţin 
boxe GC. Duplexul DNA din virusul SV40 conţine cinci boxe GC de la sltusul 
de start pe fiecare parte. Studlile cu DNază I au arătat că trei boxe GC leagă Sp 
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1 puternic şi două se leagă slab. Legarea unei molecule de Spl protejează 0 
secvenţă de aproximativ 20 perechi de baze contra digestiei . 

Factorul de transcripţie CTF ( CCAAT-bindlng transcriptionfactor'J este 0 

proteină de 60 KD ce se găseşte în celulele mamiferelor şi se leagă la boxa 
CAAT. 

Proteina B din Drosophila stimulează transcripţia prin legarea la boxa 
TATA 

Factorul de transcripţie HSTF ( Heat shock transcription factor ) este 
exprimat la Drosophila în urma creşterii temperaturi! . Multiplele copu ale lui 
HSTF se leagă la promotorul genelor heat-shock. poziţionate cu 15 perechi de 
baze înaintea de boxa TATA. HSTF este implicat în legarea la promotorU heat
schock. 

Proteina gal 4 din drojdie stimulează transcripţia celor trei gene ce 
codifică enzimele implicate în metabolizarea galactozei prin legarea la 
secvenţele speclflce ale promotorilor acestor gene . 

In Figura 62 prezentăm un model al interacţiei factorilor de transcripţie 
cu promotorU. Este redat un aranjament ipotetic al factorilor ce interacţionează 
cu secvenţe DNA specflce de lăngă promotor : factorul TFIID ( trwiscription 
factor II D) care se leagă la boxa TATA şi proteinele Jun şl Fos care sunt 
protooncogene. 

Figura 62. Interacţia factorilor de transcripţie cu promotorU 

In DNA eucariotelor superioare există şi alte segmente care . se numesc 
enhancer pentru a le diferenţia de promotorU cu care conlucrează pentru a 
induce 1n1ţierea transcripţiei la eucariote . Secvenţele enhancer pot să-şi 

manifeste activitatea stimulatorie de la distanţă de câteva sute de perechi de 
baze. fllnd plasate înaintea, după sau chiar în mijlocul genei transcrise . Aceste 
secvenţe sunt active când se găsesc localizate atât pe catena nonsense cât şi pe 
catena tipar . 

O secvenţă enhancer particulară este eficace numai în anumite tipuri de 
celule. Astfel secvenţa enhancer pentru imunoglobuline este activă numai în 
limfocitele B . 

Mult studiată este secvenţa enhancer ce mediază acţiunea hormonilor 
glucocortlcoiz! care interacţionează cu un receptor solubil. Legarea 
~omplexulu! hormon-receptor la secvenţa enhancer a glucocorticoizilor 
conduce la st.4:nt}larea transcripţiei unul set de gene . 

I,: . • ' DNA din 'celiilele eucariote infectate cu vtiusuri conţin secvenţe enhancer 
ce sunt activate de proteine din celula gazdă. De exemplu, DNA din virusul ce 
produce tumori · 'mamare la •şoarece conţine o secvenţă enhancer pentru 
glucocorticoizi ·. Deci acest •.1rus ·atacă · celule care sunt- în mod normal 
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stimulate de aceşti steroizi. de exemplu celulele epiteliale ale glandei mamare, 
deoarece ele conţin complexul hormon-receptor ce activează secventa 
enhancer. Domeniul restrâns al gazdelor acestul virus este o conseclnţă a 
secvenţelor enhancer ţesut şi specle-speclflce. 

Secvenţele enhancer sunt recunoscute de factorii de traneerlpţle care 
asistă legarea RNA pollmerazei II la promotor . Ele conţin un segment cu 
conflguraţie Z DNA care favorizează legarea RNA pollmerazel II. fllnd puncte 
de Intrare pe DNA a enzimei probabil prin pierderea aflnltăţll de legare a 
hlstonelor care învelesc normal DNA . Aceste secvenţe apar numai la genele 
exprimate selectiv în anumite ţesuturi. 

Promotor.ii RNA pollmerazei m sunt localizaţi în lntertorul genelor 
transcrise . Studii pe mutanţi a1 gene! 5S rRNA de la Xenopus borealls au 
demonstrat că promotorul se găseşte in secvenţa (+401 - (+80J. Factortl de 
tnmscrlpţle se leagă direct la DNA afectând funcţia Ri"'.A,.polimerazel m. 

~ l!nlbJibnt.orli transcripţiei 

Actinomicina şl rl.frunicina !n.hibă procesul de transcripţie de la 
organiomele procariote.prin două mecanisme dHerlte . 

H.ifamicinn, antibio-
tic produs de 
StreptomycF.s 
medlterrnnei) şi 

rlfo.mpicina ( un derivat 
sem.1-sinteUc) lnhlbă 

speclflc ln1ţlerea sintezei 
RNA numai la procariote. 
Aceste subsante nu 
!nhibă legarea RNA . 
polimerazel Ia promotor, 
interferând în formarea 
prunei legături fosfodi
esterlce. RNA polime
raza Inactivată rămâne 

legată la promotor .Odată 

HOM~ 
c:şi,, :•,◊": o~" I cH, 
~ r ~ .o R2 

0---+--cl 

rifamicina B 

rifampicina 

R1~CH2COO-; R 2 cH 

+/°\ 
'R,cH; R,cCH=N\__/N-CH3 

ln1ţlerea terminată, rtfam1cinile nu mal afectează procesul de alungire . Mutanţi 
rezistenţi la rlfamJclnă (rif-rj au RNA_polimeraze cu subunltăţlle p modlflcate, 
deci subunitatea p este sltusul de legare al acestul antibiotic. 

Selectivitatea şl înalta capacitate de Inhibiţie a rtfamplclnei ( o 
concentraţie de 2xlff8 M produce o Inhibiţie de 50 %) au pennJ.s ~tillzarea 
acestul antlblotlc în tratamente medicale contra lnfectillor cu bactertl gram
pozltive şi este în tratarea tuberculozei . 

Actinomicina D este un antibiotic cu structură polipeptidică, produs de o 
altă tulpină de Streptomyces ce inhlbă transcripţia ,Prin legare specifică la 
DNA dublu hellcoldal împled1căndu-l să funcţioneze ca tipar ( nu se leagi\, la 
DNA monocatenar. RNA dublu catenar sau la un hibrid DNA-RNA ). Nucleul 
fenoxazonlc al actlnom1cinel D este plasat intre perechile de baze vecine din 
DNA prin intercalare . Acest antiblotic recunoaşte secventa de baze GpC din 
DNA Intercalându-se ir..tre 5'-GC-3' şl 3'-CG-5'. 
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La concentraţtl mici, actlnomiclna D lnhlbă transcnpţla fără a afecta 
aprecl,1b1l repUcarea DNA ijl stnte.za proteică. 

Efectul său l11hll..11tor asupra creştenl şi dlvlzltmU celulare a tăcut ca 
actlnomiclna D să fie utilizată în terapia w1or fom1e de cancer . 

R=H daunornlclna 
R=PH adrlantlclna 

CH,0 o OH 
H 

J-i o 

Agenţii de Intercala.re 
afecteaza atâ! RNA 
pollmeraza cât şi DNA 
pollmeraza, Inhibând astfel 
replicarea şi transc1iptla. 
Daunomiclna şi adriamiclna 
sunt ,de asemenea 
medicamente utilizate în 
tratarea unor forme de cancer 
la om. ele legându-se la 
duplexul DNA şi Interferând 
în mecanismul de acţiune al 
celor două pollmeraze 
Sistemul aromatic coplanar al 
nucleelor B-D din 
daunomiclnA. îl pemtlte 

Intercalarea Intre perechile de baze G.C de la ambele capete ale UHUI fragment 
dublu lteUcoldal. Nucleul A necoplanar se extinde spre fosa minoră unde 
radlcalU săi stabilizează complexul format prin punţi de hidrogen . 

î i 
.---L---m-e-tl1 Val J-meti\tl Val a-am.a.nltlna. o 

I I otravă produsă de 
O=y O=y ciuperca Amant ta 

Sarco:tina Sarcozin phalloldes care contfne 
b ). mal , multe tlpwi de 

O=~ r=
0 substanţe toxice cu 

0 L- ro L-Pro Jo structun neobişnuite de 

l 
o-~ o- { octapeptlde blclcUce, 
o~Val D-~al nuntlte amatoxtne. a-

. I ~ ama.nltlna este un 
O=Ţ Ţ=O Inhibitor al transcnptfel la 

L-'J.'hr L-Thr eucanote, blocând etapa 

N""i)= I'¾ l NH, ~:t~~~e . !a se 1::! 
pollmeraza n (K= 10·8M J 

' o ~ o blocând formarea 
CH, CH, precursonlor mRNA RNA 

inel fenoxazonic polimeraza li este 
Inhibată numai de concentratll man de a-amanltlnă (10-u M) în ttmp ce RNA 
pollmeruu I este Insensibilă la această toxină. 
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• Procesarea moleculelor transcript primar 

!Jupă cum ikja s-a arătat 111 majoritatea cazurilor produsul Imediat ul 
transcripţiei . transcrlptul primar nu este funcţional biologic .Pentru a 
dobândi actlvttatea biologică. tranecriptul primar suferă o serie de 
trausformarl- catalizate de enzime sau de un RNA , numite generic procesare 
post-transcrlpţională : 

1) îndepărtarea exo- şi endonucleolltlcă a unor segmente 
polln11cle0Ud1ce: 

2) adăugarea unor segmente la capetele 3' şi 5' ale moleculei : 

3) modtllcarea unor resturi nuceotldlce 

La procariote moleculele mRNA suferă mici modlflcărl după terminarea 
transcriNlel sau nu se transfonnă deloc .Jn contrast, speciile moleculare ale 
tRNA şi rRNA sunt formate numai după dJverse transformări ale transcriptulul 
p11mar . Am arătat deja ( Figura 34,p. 64) că la E.coll c!Jntr-un singur 
t.ranscrlpt primar se sintetizează trei tipuri de rRNA şi o moleculă de tRNA 
Rlbo11ucleaza P în care partea catalitică este o moleculă de RNA generează 
capătul 5'-tennlnal al tuturor moleculelor de tRNA de la E.coll. Ribonucleaza III 
scindează specllk de rRNA 5S . 16 S şi 23 S din transcr!ptul primar prin 
scindarea regiw11lor "/w.irpin" dublu catenare la sltusurl speclllce. 

Procesul de MsplcingH 

Un transcrlpt p1·1mar pentru mRNA de la eucariote conţine intronl şi 

exoni, prlmli fllnd secvenţe neinformaţionale . Scindarea şi îndepărtarea 

lntronllor precum şi sudarea exonllor rămaşi pentru a forma o secvenţă 

informaţională continuă poartă denumirea de splicing. 

6w· 
u 

. 

. 

. 

""'P 

Intronll sunt prezent/ în 
majoritatea genelor de la 
vertebrate, cu puţine excep\11 
( genele care codifică 
hlstonele ). La mRNA 
eucariotelor majoritatea 
exonllor au mai puţin de 
1000 nucleotide lunglme, în 
timp ce lntronli au lungimi 
mat mari şi variabile ( 50 -
20 OOO nucleotide ). 

·o") ' oy
0

~ 

guanozinaM )-i 
~o~ ~Introo 

Figura 
etapă, de 
din cadrul 
"splicing" 
clasei I. 

63. Prima 
tranesterlftcare, 
procesului de 
al tntronllor 

Există patru clase de 
lntroni . Primele două clase 
I şi Il suferă procesul de 
"spllcing"după mecanisme 

3' 
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similare. dar nu identice . Intronii clasei I se găsesc in unele gene nucleare . 
mitocondrtale şi d!n cloroplaste care codifică rRNA : intronil dase! II apar. m 
general. în structura moleculelor transcrtpt prtmar al m&"\JA dit1 m1tocondrtl şi 
cloroplaste . Ambele clase de lntron.1 suferă un proces 'de ·splicing" care 
constă clin două etape de transesterlflcare ( Figura 63). O grupre 2·- sau 3'-0H 
a w1tl1 rest de riboză atacă nucleofil atomul de fosfor, in fiecare etapă 
fonuându-se o nouă legătură fosfodlesterlcă pe seama celei. vech.1.cu 
menţinerea ed11l.Ibnllu1 energetic . 

lntronil clasei I necesită pentru procesul de ·splicing" un cofactor 
nucleotlclic. de exemplu GMP. GDP sau GTP - care nu este utilizat ca o sursă 
de energie . Gruparea 3'-0H a guanozlnel este utilizata ca un catalizator 
nucleofll ce facilitează fonnarea unei lega.tun 3'.5'-fosfocliesterlce la capă.ttll 5· 
al 1.ntrontllu..l ( Figura 64) . 

Figura 64. Mecanlsmtll 
procesultll de spliclng al 
lntronllor clasei I 

In prima etapă, 

gruparea 3'-0H a guanozinel 
acţionează ca un nucleofil 
atacănd legătura fosfoclieste
rlcă UpA dlntre exonul 5' ( la 
situsul 5' de scindare
sudare) şi lntron Se 
eliberează exonul 5' cu un 
rest de urtdlnă nefosfortlată 
la capătul 3' şi un 
lntermecliar al lntronulu.I cu 
exonul 3' . In etapa a doua. 
gruparea 3'-0H a urtdlnei 
clin exontll 5' devine 
catallzator nucleofil atacănd 
legatura fosfodiesterlca GpU 
clintre intron şi exontll 3'. 

Rezultattll este exclzla 
precisă a lntrontllu.I şi 

sudarea exonllor . 

Mecanismul procesulu.I 

.rr-) 
I / 
\ . 

6' eion \ I 
5·•------ UpA -· '-...., GpU __ s_· ~_xo_n __ s• 

i,,-t j 
pGpA __ ,,,,.-) 

5•·-----u -6pt1------s· 
j 

~------ Upu:------2 

de ·splicing" al lntronllor clasei II este similar. cu excepţia fapttllu.I că agentul 
nucleofll din prima etapă nu este un cofactor extern ci gruparea 2'-0H a unui 
rest adenllat din interiorul lntronulul ( Figura 65). Această grupare atacă 
nucleofll legătura fosfocliesterică UpG de la sltusul 5' de scindare-sudare cu 
eliberarea exonulul 5' şl cu formarea unui lntem1ed1ar ( lntron-exon 3' ) cu o 
structură arcu.Ită la capătul 5'. ln etapa a doua gruparea 3'-0H a exonulu.I 5' 
atacă nucleofll intermecliartll la nivelul sltusului 3' de scindare-sudare, cu 
eliberarea lntrontllui clrculartzat şi a celor doi exonl sudaţi. 
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Figura 65. Mecanis
mul procesului de 
"epliclng" al lntron1lor 
clasei 11. 

Se observă că restul 
de adenozlnă dn structura 
Intem~arulul arcuit are 
trei legături fosfodlestertce 
şi o legătura 2',5' fosfo
dlestcrtcă neobişnuită. 

Ince.rcărtle de a 
separa enzimele implicate 
în procesul de ·"splicing" a 
lntronllor claselor I .şi II au 
condus la concluzia că 

multe etape swit catallzate 
de lnsuşl tntronll • care 

r 

l 
deci suferă un proces de 
"self-spliclng'. Acest 
mecanism a fost 
demonstrat 1n cazul 

11·----a-----a· + o 
~~p_:. 

i.âJ. particular al lntronulul 
rHNA ( ce aparţine clasei 1) 
din protozoarul cillat 
Tetrahymena thepnophlla ( v.Ftgura 37 ) . 

r 

I 
OH(3') 

A treJa clasă de lntronl şl cea mal bine reprezentată . de moleculele 
transcrlptuluJ primar al mRNA nuclear suferă un proces de "splicing" cu 
formarea unui Intermediar cu structură arcuită ( tlp lat) ca în cazul lntronilor 
clasei II. Cu toate acestea. lntronJJ clasei III nu suferă un proces de "se(f
splici.ng"" necesitând prezenta spllceosomilor ( v.pag.67) - complexe RNA
protelce specializate în acest sens care se găsesc în abudentă ln nucleul 
celulelor eucariote . Ul sn RNA (smaU nuclear ribonucleic acid ) are o secvenţă 
complementară cu cea a sltusuluJ 5' de scindare-sudare din lntronl! mRNA 
nucleari ( Figura 65). U2 sn RNA formează perechi de baze activând un rest de 
adenozlnă . a cărei grupare 2'0H este lmpllcată în formarea structurU de tip 
"lat" printr-o legătură 2".5'-fosfodlestertcă . De asemenea . rlbonucleoprotenele 
Ul sn RNP se leagă la anumite reglwl.l din transcrlptul primar .Adăugarea U2 . 
U4. U5 şi U6 snRNP ( small nuclear nbonucleoproteins) conduce la formarea 
spliceosomului în cadrul căruia are loc proces! de "splicing". ATP este 
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nect>sar pentru asamblarea spllceosomulul , neexistând date care să indice că 
n',H'tllk de sdndare-sudare ar necesita ATP. 

Sllusu1 lle de scindare-sudare au secvente conservate la multe eucariote. 

Ul ,nttNA 3•-c G G h) (? (? ~ !/! !J! (? ~mUmA•·••""'m7G 15') --------

Ftgura 66 Mecanis
m, 11 procesului de 
"splicirtg~ a 1ntronJlor 
clasei, III. V' reprezintă 
pseudourldlna. m indică 
resturile metilate . 

A patra clasă de lntronl, găsit! în stmctwile precursorilor unor tRNA se 
deosebeşte de lntronli claselor I şi II prin aceea că procesul de "spllctng· este 
ATP-dependent , energ1a rezultată clin hlctrllza acestul comp11s macroer~lc fUnd 
ullllzată în etapa de sudare .. ln acest caz, o endonuclează Msplicing~ 
scindează legăturile fosfod1esterice de la ambele capete ale lntrnulul, cel dol 
exoot lllnd sudat! printr-un mecan1sm similar celui catalizat de DNA Ugaza ( 
Figura 67). 

Mecanlsmul procesului de • spUctng· a precursorului tRNA din drojdie 
presupw1e ma1 multe etape : 

1) intronu1 este îndepărtat de endonuc1ează, care acţionează la 
ambele capete ale acestuia: 

2) gruparea 2',3'-fosfat ciclică de la capătul 3' al exonulul 5' este 
scindată de o fosfodiesteraza cu formarea unul derivat 2'-fosfat: 

3) gruparea 5'-0H liberă a exonulul 3' este activată in două trepte: 

4) gruparea 3'-0H liberă a exonului 5' acţionează ca w1 nucleotll 
d1Z.loculnd AMP şi sudănd cel doi exonl printr-o legătură 3'.5'
fosfod1esterlcă: 

5) gruparea 2'-fosfat este hidrollzată de o fosfatază. 

♦ Continuarea procesării mRNA 

La eucartote, mRNA matur are trăsături distincte . Majoritatea moleculelor 
au stn1ctura cap la extremitatea 5' şi structura coada poli(A) de 20-250 
restmi adcnllat la extremitatea 3'. Funcţ111e acestor ,structuri sunt numai 
parţial cunoscute. Stn1ctura 5'-cap leagă o proteină ce participă la Inserarea 
mRNA pe ribozomi pentru a lnlt1a biosinteza proteică ( translaţia ). Structura 
coadă poll(A) . de asemenea , se leagă la o proteină specillcă. Este probabil ca 
ambele structuri asociate cu proteinele specUlce să a1bă rolul de a proteja 
mRNA contra atacului unor enzime . 

Ambele structuri termnale sunt adăugate prin Intermediul unor 
mecanisme complexe care se desfaşoară in ma1 multe etape . 
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5' ----~---·----3' 
EKOIJ lntron 

(d) t--AMP 

2· 

5•------ 3• y 
- 0 - P- O 

6-
1-----3' 

6' 

Ftg11ra 67.Proces11l de 
·spllcing" al molec11lel 
transcrlpt primar pentn.i 
tnNJ\. din droJc11e . Etap<'le 
a,b,c,d şi e sunt descrh,e in 
text 

Extremitatea 5' a RNA nou format are o grupare trlfosfat . Intr-o primă 
etapă . un rest fosfat este îndepărtat prin hldrol!ză. Capătnl 5' al restul11! 
dlfosfat atacă P° al GTP cu formarea unei legătm1 neobişnuite 5·_5· trlfosfal 
Apoi restul de guanină este rneUlat la N7 prlntr-w1 proces catalizat de guanin 
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7-metil transferaza rezultând stn1ctura cap O . Pot fl metllate şi gn1părlle 2·. 
('l ! ;ile prhnf'lor donă nudeotfde ce succed str11ct11rll cap forrnâ11d11 -s e cap l şi 

cu;, 2. Toate metilările sunt rea.lizate enzhuallc. iu prezen~ă de S -adenozll 
metionină ( Figura 68) . 

Capătul 5· al RNA 

p"p"pY Np 

JiJsjohidrolnza l 
i~pt 

ppNp ---------

g1umilil 

tmnsjenda 

Figura 67. Formarea stn1cturll 

cap a 111.RNA 

GpppNp----·-----

g11011in -7· lc•aflenozll Mct 

metiltrnnsjemza } S-adenozU homoCys 

m
7 

GpppNp ------

2'-0·metil Ic S-adenozil Met 

trw1sjeraza l ~ S-adenozll homoCys 

m7 GpppmNi> -----

capătul 5' al RNA cu cap 

Transcrlptul primar al moleculelor m.RNA are. de regulă. la capătul 3· 
segmente suplimentare . lnalnte de a se adăuga structura coadă poll(A) aceste 
segmente suplimentare sunt scindate de o ribonuclează specltlcă care 
rt'Ctmoaşte o secvenţă semnal 5' AAUAAA 3' situată la l l-30 m 1clcotlde 
dlstan\ă de capătul 5' al sttusulul de scindare . lu urma acestul proces se 
fonnează o grupare 3'-0H liberă la care se adaugă resturi adentlat. printr-o 
reactle catallzată de poliadenilat polimeraza: 

RNA + n ATP ~ RNA-(AMPln + n PP1 

Un complex care conţine ribonucleaza. poliadenilat polimeraza. alte 
proteine .precum şi unul sau mat mulţi snRNA este Implicat în aceste 
Jrausfonuărl ( Figura 68) . Deci. segmentul coadă poll(A) nu este codlflcat in 
ONA.,. 
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RNA polimeraza 

DNA 

5' Cap------AAUAAA 

RNA \__ 
secventa semnal l riboe~don~clea:i:.i 

A.TP~ poli A polimeraza 
PP,4 

6' Cap------AAUAAA-AAAAA(A).-OH 3' 

precursor mRNA poliadenilat 

Figura 68. Pollade
nlltlarea transcriptulu1 
primar al mRNA 

Moleculele transcrlptulul prtmar pot fl de două feluri : simple şl complexe 
Moleculele transcript simple produc un singur mRNA matur şi apoi un 
singur produs pollpeptldic. Moleculele transcrlpt complexe produc mai multe 
molecule de mRNA şi Implicit de proteine diferite .Molculele transcrtpt prt1nar 
pot avea semnale pentru cel puţin două că1 alternative de procesare • 
conducând la mal multe molecule m.RNA diferite . In celule difertte sau 1n 
diverse stadll de dezvoltare, transcrlptul primar poate fl procesat dlferen~lat 
permiţând sinteza de dlferlţl produşi proteici . 

situsurl poli(AJ 

DNA A1 

I f 
l 

transeript pri.Trlar 

~ 

cap 

scindare+ scindare+ 

adenllare adenllare 

laA1 

mRNA maturat 

(a) 

I 

si.tus spliciJlg 5' 

DNA J 
situsuri spliciJlg 3 situs pol.i(AJ 

/t fu 
l 

transcript pri.Trlar 

~ 
fi . 
cap l scindare+ polladenllare 

g f:====1·:: -'·!-AAA(A) 
n 

~llclng 

;------=a=,-.. -.. --,_: 1- <A> a-----.-,·:-·-~:· I <A> 
11 mRNA X}uaturat 

(b) 

Figura 69. Două mecanisme de procesare diferenţială a unor molecule de 

t.ransc11pt primar complex ( expllcatJa în text ). 
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In Figura 69 prezentă două mecanisme de procesa re diferenţiată a 
moll"cult"lor transcrtpt complexe la eucariote : 

IJ când există situsuri multiple de scindare/polladenllare ( două 
situsurt A1 şi Ai, I ; 
2) când exlstă poslbllltăţi alternative de "splicing" ( două sltusurt 
diferite 3' de scindare sudare]. 

Oacă există două sttusurt de scindare şi polladenllare utilizarea aceluia 
mai a propiat capătului 5' conduce la îndepărtarea maJorltăţll moleculei 
transcrfptului primar t Fig. 69 a) . PI1n acest mecanism de procesare sunt 
produse catenele H ale imunoglobuJwdoc care diferă prin stnlctura lor 
.carboxtl-tenn!nală. 

ln cazul muscullţelor fn.1delor. în geooai &Ull s1tusuri de scindare-sudare 
aitematlve ( Fig. 69 b) care permit produ.cttea a trd forme diferite ale catenei 
"heauy~ a mlozlnel. îO diferite stadii ale dezvollădl • 

La şobolani, ambele mecanisme sunt utlllmte pentru a produce .dintr-un 
transcrtpt primar comun a calcitonlnei in tJroldă şl a unui ho:rmon diferit ( 
calcitonin gene-related peptide ) în creier . 

ln timpul sau la scurt timp după sinteza moleculelor trancnpt prunar a 
mRNA de la vertebrate. circa 0.1 % din resturf1e lor A sunt mefllate la N° . 
Aceste resturi metllate apar frecvent în secventa NNm6ACX. unde X este 
rareori G. Semniflcaţla funcţională a acestor :secvenţe metilate care apar în 
specUle de niRNA mature este încă necunoscută 

♦ Continuarea procesării rRNA 

rRNA .la bacterll şi în celulele aucarlotelor sunt sintetizaţi d1n precursori 
mai ltmgl. numiţ1 RNA prerlbozomall . La bactertl. specllle moleculare l6S . 
23S şi 5 S rRNA sunt formate dintr-un precursor comun de 30 S ( F1gura 33). 

La E.coli există şapte operonl rRNA • fiecare conţlnănd câte o copie 
aproape identică din cele trei tipuri de gene rRNA Moleculele transcrlpt primar 
policlstronice conţin l6S rRNA la capătul 5°, urmat de 1-2 specii tRNA. 23S 
rRNA. 5S rRNA şi numai în unll operonl au încă l-2 molecule de tRNA la 
capătul 3' ( Figura 70 a) . Deci cel şapte operonl diferă pI1n numărul. 
localizarea şi Identitatea specUlor de tRNA Incluse in transcriptul primar 

Procesarea trancrtptulut primar 30 S are loc în trei etape : 

1) înainte de scindare, precursorul 30 S RNA este metllat la baze 
specifice: 

2) scindarea produce lntermediarll 17 S şi 25 S 

3) rezultă în final produşll 16 S rRNA şi 23S rRNA sub acţiunea 
unor nucleaze specifice . 

5S rRNA la naştere de la capătul 3' al precursornlui 30 S. 

Etapa b ( Figura 70 a) ce poartă numele de procesare primari este 
realizată prin acţiunea unor ribonucleaze m, P,E şi F. 
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• transcript RNA prer ibozomal (30S) 
CC::::~]i J;~;·; · :: .. :::,;::::::ra::::m 

ltiS tRNA 23S 5S 
(48) 

(a) j 1 metilare 

(c) i nucleaze I nucleaze 

h .. -,,.,---i:J rJJ ţ;r~,~.,; p..:..,--,:0 !D'l 
16S rRNA U\NA 23S rHNA 5S rRNA 

.(a) 

transcript RNA preribozomal (45S) 
c =r=::J a rn:: :. ::::, ;;,m 

5.8S 

(a) I metilare 

288 

~ 

(bl 1· grupari metil 

scindare 

~ -~--·.-. -.· 

Figura 70 
Procesarea moleculelor 
transcript RNA prer1bo
zomale la procariote (a) şi 
la eucariote (b). 

Etapa c ( Figura 70 
a) ce poartă numele de 
procesare secund.ară 
este realizată sub 
acţiunea catalitică a 
rlbonucleazelor Ml6, 
M23 şi M5 - aceste 
scindări avănd loc numai 
după ce pre-rRNA a fost 
asociat cu proteinele 
ribozomale . 

In timpul asamblăr11 
ribozomale , specllle 16S 
şi 23 S rRNA de la 

procartote sunt metllate la nivelul a 24 resturi nucleotid.fee prin reacţii care 
uţlllzează S-adenozil metlo~na ca donor de grupări metil. Se produc resturi N6 

N6-dtmetll adenlnă şt 02 -metll r1boză. Rolul acestei metilări este incă 
necunoscut . 

18S rRNA 6.8S rRNA 28S rRNA 

(b) 

In genomul eucartotlc, în nucleoli , există sute de copu ale genelor rRNA , 
dispuse repetitiv în tandem . Transcr1ptul pr1mar rRNA ( 45 S) conţine 
începând de la capătul 5' speciile 18S , 5,8S şi 28 $ rRNA separate prin 
secvente "spacer" . In Figura 70 b prezentăm procesarea moleculelor transcript 
RNA prerlbozomale la eucartote .In etapa a precursorul 45 S este metllat la mal 
mult de 100 restui1 din cele 7 500 nucleotide pe care le conţine. Aproximativ 
80 o/o din metilări survin la nivelul grupărllor 2'-0H ale unităţilor de r1boză, 
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rest11l apărând la resturi le de adenlnă ( Nu.N,;-rllmetil adenJnă) şi guanină (2-
mdll fţw-111l11a). lu etapa bau loc sdndnrt t'nz l111aUce care dau na~tere fonnelor 
act I\ c: ululuglc : 18 S. 5 .8~, 'li '.l8 S rHNA t:.:11,d111dc implicate sw1 1 de tipul RN
a:rel rn ş: RN-azei P. 5S rRNA este procesat separat. similar tRNA. 

~ Otn:itim.:.a:rea p:rocesă..di tRNA 

Cro111ozmul E.coll conttne circa 60 gene tRNA: unele sw1t componente ale 
operonUor rRNA. altele sunt dlst r lb11l!e . în ansambluri ( clustere) pe parcursul 
crnnwzomului . T'ra.t1sulpt11l primar tHNA. care conţine 1 - 5 spe-cll lck11Uce de 
tRNA are nucleotide supllrnentare la capetele 3- şl 5' ale fiecărei secvente de 
tRNA . Sctndarea acestor secvente prezintă slmllitudlnJ cu procesul desc1i s 
pentru rRl"\JA la E.c.Q.IJ., uUll.zând a1.:ekaşl nudeaze. 

3· 
t ranscript 9H 
primar ' ' 8 . 
5 „ouuAu c1touuA .-.uuo._:c -~ ,.._ RNa 2a D 

/ g:~ 
RNazaP g:g 

o-c 
o-c 'fi"'C 

-tit•u. u · cococ ··t-

t "+•Oco"- 11111 p 
. , , , soc<1 .. c· u',,ooc 

O 
"YI . 

JJ . c-o "o 
~-u 
A-U 
G-C 
• -v F ..... t-. 

" o. o-c 
U-A 
~ -u 

A C 
A 

U C 
UUAC 

3· 
OH 
I 

6'Joc-~ 
l ' -A 
c-o 
U•O 
c-o o-c 

·u ~-~ccoc11,;} 

C~coo·~ 11111 
III eoOCO 

,#;400 C9, C -lr,Lv 
0 'c-o•oli ,--u 

~=~ 
• ··\J 

ti 

scindare 

adăugarea~ 

CCA(c) 

spllclng 

-u5r--

modlflcărt de 

baze (d) 

Figura 71 . Procesarea 
moleculelor transcript primar tRNA 
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RNaza P. o e11do1111C'kază care generează capetele 5' ale tuturor speclllor 
tRNA la E.co!! este 11n rlbozim deoarece partea ne-protelC'ă a enzlrnt'I ( 11n 
c11111po11eut H.NJ\ <k ~377 1111d.-ol!de ) eslt' (•$e11ţlaln i11 actul cntc1llllc . l'arl1·a 
p1 otelcâ. da lorltă C'an-wt e-n 1lt 11 bazic. reduce repulsUle electLm,taUce dtulre 
nbozlmul polta11Ionlc şi s11hstrat11l RNA. 

Cap:1tul 3· este dltwrat de secve11~de supllmetare prin intt>rve-nţla nuel 
exonucleaze . denumita RNaza D. 

Genomul t>ucarlotdor couţtne sute sau mii de gene tRNA . Multe molec11le 
'JY,-trnwwrtpt priuwr tRNA . c.~ de exi>1llpl11 tRNA contJne 1m lntrou u1lc 111 

vecluătatea a11tlco•iouulul şi nudeoUde suplimentare la capelele 5· şl 3'. 
Moleculele transcript primar de la unele bacterii şl din toate celulele 

eucariote s11nl lipsite de secve11\a -CCA de la capătul 3·, care este adăugată de 
enzima : tRNA nucleoth.HI transferaza cu ajutontl CTP şi ATP. Această 
enzimă apare şi la procariote deşi alei geuele tRNA codlfică tripleta tem1tnală -
CCA. In acest ultim caz. tRNA nucleotidil transferaza are funcţia de a repara 
tRNA degradali tRNA nucl<.~otidil tra.nsferaza este o entlmă care vroduce 
formarea celor trei legături fosfodlesterlce simultan având mulWe centre 
catalitic active. 

lu 1l11al. procesarea tRNA es1e <lellnlllvată prln modificarea unor haze prin 
metilare . ctezamlnare sau redttcere .lu Figura 71 prezentam procesarea tRNA 
la bacterU şi eucartote . 

Tiparul s-a efectuat sub c-da nr. 233/1996 
la Tipografia Editurii Universităţii Bucureşti 

ER\F\ 
2007 

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



DATA 
RESTITUIRII 

5. APR. 2008 

---

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



ISBN - 973 - 575 - 076 - 7 Lei 4200 

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro


	0000_main
	0001_main_1L
	0001_main_2R
	0002_main_1L
	0002_main_2R
	0003_main_1L
	0003_main_2R
	0004_main_1L
	0004_main_2R
	0005_main_1L
	0005_main_2R
	0006_main_1L
	0006_main_2R
	0007_main_1L
	0007_main_2R
	0008_main_1L
	0008_main_2R
	0009_main_1L
	0009_main_2R
	0010_main_1L
	0010_main_2R
	0011_main_1L
	0011_main_2R
	0012_main_1L
	0012_main_2R
	0013_main_1L
	0013_main_2R
	0014_main_1L
	0014_main_2R
	0015_main_1L
	0015_main_2R
	0016_main_1L
	0016_main_2R
	0017_main_1L
	0017_main_2R
	0018_main_1L
	0018_main_2R
	0019_main_1L
	0019_main_2R
	0020_main_1L
	0020_main_2R
	0021_main_1L
	0021_main_2R
	0022_main_1L
	0022_main_2R
	0023_main_1L
	0023_main_2R
	0024_main_1L
	0024_main_2R
	0025_main_1L
	0025_main_2R
	0026_main_1L
	0026_main_2R
	0027_main_1L
	0027_main_2R
	0028_main_1L
	0028_main_2R
	0029_main_1L
	0029_main_2R
	0030_main_1L
	0030_main_2R
	0031_main_1L
	0031_main_2R
	0032_main_1L
	0032_main_2R
	0033_main_1L
	0033_main_2R
	0034_main_1L
	0034_main_2R
	0035_main_1L
	0035_main_2R
	0036_main_1L
	0036_main_2R
	0037_main_1L
	0037_main_2R
	0038_main_1L
	0038_main_2R
	0039_main_1L
	0039_main_2R
	0040_main_1L
	0040_main_2R
	0041_main_1L
	0041_main_2R
	0042_main_1L
	0042_main_2R
	0043_main_1L
	0043_main_2R
	0044_main_1L
	0044_main_2R
	0045_main_1L
	0045_main_2R
	0046_main_1L
	0046_main_2R
	0047_main_1L
	0047_main_2R
	0048_main_1L
	0048_main_2R
	0049_main_1L
	0049_main_2R
	0050_main_1L
	0050_main_2R
	0051_main_1L
	0051_main_2R
	0052_main_1L
	0052_main_2R
	0053_main_1L
	0053_main_2R
	0054_main_1L
	0054_main_2R
	0055_main_1L
	0055_main_2R
	0056_main_1L
	0056_main_2R
	0057_main_1L
	0057_main_2R
	0058_main_1L
	0058_main_2R
	0059_main_1L
	0059_main_2R
	0060_main_1L
	0060_main_2R
	0061_main_1L
	0061_main_2R
	0062_main_1L
	0062_main_2R
	0063_main_1L
	0063_main_2R
	0064_main_1L
	0064_main_2R
	0065_main_1L
	0065_main_2R
	0066_main_1L
	0066_main_2R
	0067_main_1L
	0067_main_2R
	0068_main



