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Introducere

Nici un alt domeniu al stiintelor vietii nu a cunoscut o dezvoltare atat de
dinamicad ca biochimia acizilor nucleici, rezultatele cercetarilor permitand
practic -explicarea la nivel molecular a tuturor proceselor biologice. Prin
contopirea acestul domeniu cu genetica a aparut biologia moleculara, care
ofera un tablou general, integrator, al’ tuturor fenomenelor care explica
caracteristicile generale ale organismelor vii. Biologia moleculara permite cea
mal profunda corelare intre structura materialului genetic si exprimarea lui
fenotipica, intre structura sl functia unei macromolecule, a unui ansamblu
supramolecular, a unui organit intracelular, a unui organ, etc.,

Rezultatele cercetarilor in domeniul biochimiel acizilor nucleici sunt
dependente de tehnicile de investigatie in blologia moleculara, adesea extrem
de sofisticate. De fapt, evolutia cunoasterii in acest domeniu a urmarit
dezvoltarea acestor tehnici.

' Numeroase dogme au fost infirmate, cercetarl premiate cu valoroase
premil NOBEL avand in prezent numai o valoare istorica.

Necesitatea aparitiel acestei carti, destinata studentilor biochimisti si
biologl de la Facultatea de Biologie a Universitatii Bucuresti a fost impusa de
evolutia Planurilor de invataméant la facultatea noastrd. Realizarea unei
documentarl exhaustive intr-un domeniu atat de dinamic a fost posibila gratie
ajutorulul acordat de Comunitatea Europeana printr-un program TEMPUS ce a
oferit cadrelor didactice de la Catedra de Biochimie posibilitatea unel instructii
teoretice si practice in domeniul biologiei moleculare.

Dedic aceastad lucrare, coordonatorului acestui program, Dna Dr. RITA
BAROT de la Universitatea Paris-Sud.

Autoarea
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1. EVOLUTIA CUNOASTERII

In aparitia biologiei moleculare au existat cateva etape care au marcat
progresul cunoasterii structurii si functiei acizilor nucleici.

¢ 1869-1943 : Descoperirea acizilor nucleici

Era moderna a biologiei a inceput odata cu descoperirea unui nou compus
fosfo-organic, concentrat in zona nucleara a tuturor celulelor . Acest "compus”
numit la inceput nucleina si apoi cromatina, s-a dovedit In timp a fi constituit
din acizi deoxiribonucleici (DNA) si proteine.

A urmat descoperirea acizilor ribonucleici (RNA) . Analiza DNA si RNA a
aratat ca cele doua tipuri de acizi nucleici contin 4 tipuri de unitati, numite
nucleotide. DNA s-a dovedit a se deosebi de RNA printr-un glucid: deoxiriboza
in loc de riboza (la RNA) si printr-o baza distincta: timina in loc de uracil (la
RNA). Fiecare moleculda de DNA era considerata a fi un polimer repetitiv a unui
tip de unitate tetranucleotidica. A existat o perioada cand s-a atribuit rolul de
material genetic proteinelor, cu o structura mult mai variabila datorita celor 20
aminoacizi din compozitia lor.

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

¢ 1944-1960: DNA - substanta genetica

Epoca de aur incepe cu descoperirea ca DNA este materialul genetic, prin
experimentul realizat de AVERY, MAC LEOD si MAC CARTY (1944) care au
demonstrat ca “principiul activ" ce realizeaza transformarea unei tulpini
nevirulente de pneumococi intr-una virulenta este de fapt DNA. Deci acest tip
de acid nucleic, purificat, poarta un mesaj genetic ce poate fi asimilat si
exprimat in alte celule. Ulterior, molecula DNA s-a dovedit a fi mai mare si mai
complexa decat un tetranucleotid repetitiv, variind de la un organism la altul.

Au urmat alte doua mari descoperiri. In 1952, s-a demonstrat posibilitatea
infectarii unor celule de E.coli prin injectare cu DNA extras din bacteriofagul
T2 si ca proteina virala serveste numai penetrarii DNA in bacterie, fiind apoi
abandonata in afara celulei.

DNA viral, intrat in celula bacteriana, este capabil de a produce multe
copii identice ale virsului. Acest experiment a demonstrat rolul DNA ca
purtator al informatiei.

Al doilea eveniment remarcabil a fost descoperirea de catre WATSON si
CRICK, in 1953, a structurii DNA, dublu-catenare (duplex), complementare,
prezentand ¢i un model in care molecula DNA poate fi replicata. Formarea de
perechi de baze, complementare, intre resturile nucleotidice din cele doua
catene ale unei molecule de DNA explica replicarea semiconservativa a acestui
acid nucleic. In acest model, fiecare catena a duplexului DNA serveste ca tipar
pentru sinteza unei noi catene complementare.
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Aceste descoperiri, si multe altele, au demonstrat ci DNA are doua functii
majore. Prima este de a purta informatia genetica ce confera genotipul si
fenotipul specific al fiecarei celule. DNA este transcris in RNA, care este apoi
"tradus” in structura proteinelor. in dogma centrala a biologiei moleculare,
informatia este transferata de la acizi nucleici la proteine si niclodata in
directie inversa. Cealaltd functie majora a DNA este propria lui replicare. in
duplicarea genotipului celulei, DNA serveste ca tipar pentru replicarea unui
cromozom in doi cromozomi identici. A fost descoperiti DNA polimeraza, care
catalizeaza copierea unei noi catene DNA, virtual fara nici o eroare.

¢ 1960-1973 : Consolidarea

Aceasta perioada este caracterizatd prin cercetiri de iInaltd tinuta
stiintificd. In ciuda complexititii, DNA a fost modificat, "disecat”, analizat si
sintetizat. S-a evidentiat faptul cd DNA sufera leziuni in cursul proceselor de
pliere, replicare, transcriere, etc., leziuni care pot fi reparate. S-a descoperit ca
DNA exista si isi indeplineste cele doua functii majore nu numai in nucleu ci si
in mitocondrii si cloroplaste.

¢ 1974-1980 : A doua epocé de aur

Dezvoltarea unor metode cu o mare putere de rezolutie a condus la
reconsiderarca gi revizuirea unor concepte mai vechi privind organizarea
cromozomului, exprimarea genelor, replicarea si recymbinarea, considerata de
Arthur KORNBERG o drama si o speranta continua.

Conceptul ca o moleculd de DNA corespunde unei singure gene, ce
permite sinteza coliniara a unei proteine unice a fost abandonat. De exemplu
DNA bacteriofagului$x174 codifica cinci proteine diferite. O gena poate codifica
o proteina multifunctionala care are o suma de activitati enzimatice. Secventa
genetica din organismele superioare nu este continuad cum se credea, ea fiind
adesea intrerupta de regiuni nefunctionale, intronii.

Aceste descoperiri au fost realizate cu tehnici nei de scindare, clonare si
amplificare a genomului. Un genom de 5000 nucleotide poate fi secventializat
in cateva saptamani. Elementele de insertie din DNA, separate, faciliteaza
transpozitia DNA Intre plasmide, virusuri i cromozomi, permitand studii de
mare finete. A fost descoperitd "masinaria” enzimatici ce actioneazi asupra
: DNA , mai mult de 20 polipeptide fiind angajate in copierea unui singur DNA
: monocatenar, circular, pentru a sintetiza duplexul lui. in. 1980, Arthur
KORNBERG a elaborat un concept privind replicarea DNA ce oferd un tablou
: asupra organizarii, controlului replicarii i al expresiei genetice. -

' 0-‘1980 - prezent : DNA in centrul atentiei

. lzolarea, analiza, sinteza si rearanjarea secventei DNA si genelor
posibilitatea de a insera DNA recombinati in celule au capacitat. practic toata
biologia moleculara. Replicarea, repararea, transpozitia si multiplicarea virala
sunt studiate pe sisteme celulare intacte. Mai multa atentie éste acordata
proteinelor functionale implicate in transmiterea mesajelor genetice.
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2. BIOCHIMIA NUCLEOTIDELOR

Nucleotidele sunt molecule cu o importantd deosebita in metabolismul
celular privind transferul de energie, stocarea de informatie si cataliza
enzimatica. Ele joaca roluri cheie in aproape toate procesele biochimice :

1. Elemente constitutive. Aclzli nucleici DNA si RNA sunt compusi din
resturi de nucleotide, asamblate prin legaturi 3',5'- fosfodiesterice ;

2. Rol in metabolismul energetic. ATP este un purtator universal de
energie in sistemele biologice fiind sintetizat in cantitati mari in mitocondrie
prin fosforilare oxidativd. ATP sustine energetic majoritatea cailor anabolice,
fiind implicat si In contractia musculard, transportul activ si mentinerea
integritatii membranelor celulare. El serveste ca donor de grupari fosfat si in
sinteza altor nucleozid trifosfati : GTP, UTP, CTP, etc. GTP subventioneaza
energetic multe migcari ale macromoleculelor, ca de exemplu translocarea
catenelor peptidice nascente pe ribozomi si activarea proteinelor de cuplare a
semnalelor.

3. Rol de mediatori fiziologici. Nucleozid-monofosfatii ciclici sunt
mediatori ai multor procese metabolice. Modificarile covalente ATP-dependente
realizate in prezenta cAMP afecteaza activitatile multor enzime, ca de exemplu
glicogen-sintaza si glicogen-fosforilaza. ¢cGMP este un alt mediator al unor
evenimente celulare. ADP are un rol critic in agregarea plachetelor sangvine si
deci In coagularea sangelui. Adenozina produce dilatarea vaselor sangvine
coronariene, fiind un reglator al curgerii sangelui prin sistemul coronarian.

4. Componexite ale unor coenzime. NAD si NADP sunt substrate
obligatorii, iar FAD este grupare prostetica a unor oxidoreductaze. Coenzima A
este un purtitor de grupari acil, implicat intr-o serie de reactii metabolice.

5. Derivatii nucleotidici sunt intermediari activati in multe biosinteze.
De exemplu, UDP-glucoza si CDP-diacilglicerolul sunt precursori in sinteza
glicogenului si respectiv a fosfogliceridelor. S-adenozil metionina este forma
activata, de transport, a gruparilor metil.

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

Un nucleotid este format dintr-un glucid, o baza azotata si cel putin o
grupare fosfat. Un ribonucleotid are restul glucidic B- -D-riboza, far un
deoxiribonucleotid B-2-deoxi-D-Riboza :

cmb C} Izb
OH OH H
B-D-Riboza B-2-deoxi-D-riboza
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Baza azotata poate fl un derivat de la o purina sau de la o pirimidina:

H H

C\
405\0/$l\ NT AieH
HN Yy 5 8CH |2 s
2 4C s/ HOS~
HC\S/ Y N~
H s
Purina Pirimidina

Bazele purinice majore sunt adenina (6-amino-purina) i guanina (2 -
amino, 6-oxo-purina), lar bazele pirimidinice majore sunt citozina (2-oxo,4-
amino-pirimidina), uracilul (2,4-di-oxo-pirimidina) i timina (2,4-di-
oxo,5-metil-pirimidina):

o 0o
H
rim. (I? NF I I
5. N <5~ C
N’CS\'C/N\\ HN,/% Ses \CH N ‘\(ﬁH HT A iH HT 'slﬁ—CHu
! Lo L. ¢/ L2 o cz M cz  cH
Hengy o5 /C\N/C\N N \N/C of N o” N7
N N H,N H i H H
H
Adenina Guanina Citozina Uracilul Timina

Prin atagsarea unel baze azotate la riboza sau deoxiriboza se formeaza un
nucleozid. Baza azotati este atagata printr-o legatura N-f-glicozidica intre C-1'
din glucid si N-9 de la purind sau N-1 de la pirimidina. Ribonucleozidele
majore sunt " adenozina, guanozina, citidina gi wuridina, iar
deoxiribonucleotidele majore sunt: deoxiadenozina, deoxiguanozina,
deoxicitidina gi deoxitimidina.

HO—I|’=O
OH
Adenozina Uridina Adenozin 5'- Timidin-3'

monofosfat (AMP) monolosfat
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Grupz'irile fosfat pot esterifica orice grupare hidroxil (2',3' sau 5') a pentozei
unui nucleozid , formandu-se nucleotide. Cel mai comun este esterificata
gruparea alcool primara de la C-5' ( Tabelul 1).

Tabelul 1: Nomenclatura bazelor, nucleozidelor si nucleotidelor

I Raza I Nucleozidiil l Nucleozid 8'-monaofosfat
Adenina Adenozina Adenozin 5'monofosfat (AMP)
(Ade) (Ado) ( adenilat)
Guanina Guanozina Guanozin 5'-monofosfat (GMP)
|  (Gua) (Guo) (guanilat)
Citozina Citidina Citidin 5'-monofosfat (CMP)
(Cyt) (Cyd) (citidilat) l
Uracil Uridina Uridin 5'-monofosfat (UMP) I
(Ura) (Urd) (uridilat)
Timina Deoxitimidina Deoxitimidin 5'-monofosfat (dTMP) I
(Thy) (dThd) (deoxitimidilat)

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

La pH 7, nucleotidele existd predominant ca anioni datoritd sarcinii
negative a gruparilor fosfat, baza azotatd fiind neancarcati. De aceea, in
discutiile ulterioare vom denumi nucleotidele: adenilat, guanilat, citidilat,
timidilat si uridilat.

¢ Aparitia in celule

Principalii compusi purinici i pirimidinici din celule sunt derivati 5'-
nucleotidici. In celule nucleotidul care se giseste in cea mai mare concentratie
este ATP.

In functie de tipul celulei concentratia nucleotidelor variazi. De exemplu,
in eritrocit adenin nucleotidele se géasesc in mare exces fata de alte tipuri de
nucleotide. In hepatocite i alte tesuturi existd, de asemenea, concentratii
mari de UDP-glucoza, UDP-acid glucuronic, NAD+, NADH, etc. Prezenta de
baze libere, nucleozide sau 2', 3'- nucleotide in fractia acido-solubila a celulei
se datoreaza degradarii nucleotidelor i acizilor nucleici exogeni si endogeni.

Concentratia ribonucleotidelor in celula este de ordin milimolar, iar cea a
deoxiribonucleotidelor de ordin mlcromolar Concentratia ATP in celulele
tumorii Ehrlich este de 3 600 pmoli/ 10° celule, iar a dATP este de 4 pmoli/ 10°
celule. Nivelul deoxiribonucleotidelor prezinta fluctuatii mari in timpul ciclului
celular, in contrast cu cel al ribonucleotidelor - care este relativ constant.
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In celulele normale, concentratiile totale ale nucleotidelor se gisesc in
limite fixe, desi concentratia componentelor individuale variazi. Astfel
concentratia adenin-nucleotidelor (AMP+ADP+ATP) este constantd, desi
raportul [ATP]/[AMP+ADP] depinde de starea energetica a celulei.

¢ Baze modifizate

Aceste baze apar prin alterarea nucleului purinic sau pirimidinic dupa ce
bazele standard au fost incorporate in structura acizilor nucleici.

CH, CH,
o o} N
g N g N ¢ N
P S N SN i R AN
H,C—N c HN (6 A N [¢]
I o , I on - )
/C\N/C\N/ CQIN /C\N/C\N/ hC\N/ Y
N -
H, " o u H
2 "
1-metilguanina N“-dimetilguanina N-dimetiladenina
NH, NH,
| ¢
: -
AN C—CH,OH
\ sC—CH, "‘ R
C CH
O/C\N/CH o” w7’
i H

S5-metilcitozina 5-hidroximetilcitozina

Termenul de baz& minord este frecvent utilizat pentru a indica acele baze
modificate care apar in cantititi mici, relativ la bazele standard. Baze
modificate se gisesc in urina ca o masurd directa a turnover-ului acizilor

nucleici :
=~ H H "
Z N 7 7
H HO HO
H H H
Hipoxantina Xantina Acidul uric
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Nucleozide modificate apar in structura tRNA. Astfel,
pseudouridina are o legatura C-
glicozidica in loc de N-glicozidica. Ea se
formeazi numai dupa ce UMP a fost

) incorporat in RNA. Concentratia de

1 H pseudoridina in urind este o masuri a

2 1
”"(’4 ' s>c=o turnover-ului tRNA.

o= Ribotimidina este un component

HOCH, O minor al tRNA. Acest derivat este

H i format prin metilarea uracilului la C-5

H \1/_+/ H cu S-adenozil metionina.

HO OH

¢ Proprietitile nucleotidelor

Bazele purinice si  pirimidinice, nucleozidele si nucleotidele
corespunzitoare pot fi usor detectate datorita absorbtiei in UV. Bazele purinice
si derivatii lor nucleozidici si nucleotidici au o absorbtie mai puternica decat
pirimidinele si derivatii lor. In Tabelul 2 prezentim coeficientii de extinctie
molard (0 misurd a absorbtiei luminii la o lungime de unda specifica
compusului) si lungimea de unda cu absorbtie maxima.

Se constati ci lungimea de unda la care se inregistreaza un maxim de
absorbtie variaza cu natura bazei azotate, dar in majoritatea cazurilor este in
apropierea valorii de 260 nm.

Spectrul de absorbtie in UV pentru fiecare nucleozid sau nucleotid
depinde de pH. Absorbtiile puternice in UV si diferentele datorate structurii
specifice a bazei au permis punerea la punct a unor metode sensibile pentru
dozarea acestor compusi. De exemplu, dezaminarea nucleozidelor sau
nucleotidelor citozinei la derivatii uracilului produce o deplasare marcanta a
Amax de la 271 nm la 262nm.

Tabelul 2 Constantele spectrofotometrice ale nucleozidelor

Nucleozid Coeficient de Lungimea de unda corespunza-
extinctie molara toare maximului de absorbtie

{ x 10 la pH 7
" Adenozina 15.4 259
II Guanozina 13.7 253 "
“_ Citidina 8.9 271
I uridina 10.0 262 "
|| Timidina . 10.0 . 262 "
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Datoritd coeficientilor de extinctie molard mari ai bazelor purinice si
pirimidinice,se constata ca, de exemplu, o solutie de RNA sau DNA de
concentratie 1 mg/ml are o absorbtie la 260 nm de circa 20, in timp ce o
proteina la aceeasi concentratie de 1 mg/ml are o absorbtie la 280 nm de
aproximativ 1. In consecinta acizii nucleici sunt usor de detectat la concentratii
mici, in UV.

In timp ce legatura N-glicozidica a nucleotidelor este stabild in mediu
alcalin, comportamentul acesteia la hidroliza acida este diferit. Legatura N-
glicozidica a purin-nucleotidelor este usor hidrolizatd in mediu acid diluat i la
temperaturi ridicate (60°C) producand baze purinice libere, pentoza sau
pentozofosfati. Pe de altd parte legdtura N-glicozidica a uridin-, citidin- si
timidin-nucleozidelor/nucleotidelor este stabila la acest tratament acid. In
prezenta de acid percloric 60% si la 100°C are loc eliberarea pirimidinelor
libere cu distrugerea completd a pentozel. Legatura N-glicozidicd a pirimidin
nucleotidelor cu dihidrouracil este labila la tratament acid moderat.

Datorita grupérii fosfat inalt polare, purin- si pirimidin-nucleotidele sunt
considerabil mai solubile in solutii apoase decat nucleozidele si bazele libere. In
general, nucleozidele sunt mai solubile decat bazele libere.

Bazele purinice si pirimidinice, derivatii lor nucleozidici si nucleotidici pot
fi separati prin diferite tehnici: cromatografie pe hartie, cromatografie in strat
subtire (placi de celulozd), electroforezi sau cromatografie pe rasini
schimbatoare de joni. Cele mai bune separari se realizeaza prin HPLC ( high
pressure liquid chromatography). Sunt accesibile echipamente comerciale care
constau dintr-c pompad sau pompe, un sistem de injectare, o coloana, un
detector UV si un inregistrator. Utilizand acest echipament, pot fi separate
cantitati mici, de ordinul nanomolilor, in perioade scurte de timp (pana in 30
minute). Dezvoltarea acestei tehnici, pe coloane umplute cu schimbatori de ioni
sau prin cromatografie in faza inversa, a permis dozarea nucleozidelor si
nucleotidelor intr-o varietate de conditii celulare.

¢ Biosinteza purin nucleotidelor Ei

Purin nucleotidele sunt sintetizate, de novo, printr-o cale metabolica
Implicand 10 etape ce conduce la un metabolit bogat in energie fosforibozil

pirofosfatul (PRPP), apoi la inozin monofosfat (IMP), precurson.ll AMP si
GMP.

Experientele de marcare izotopica au relevat sursele atomilor nucleulul
purinic, din calea de novo :

N-3 si N-9 provin de la N amidic al glutaminei H

C-4, C-5 si N-7 provin de la glicina ;

C-2 si C-8 se formeaza de la derivati ai tetrahidrofolatulut;
C-6 provine de la CO2 jar N- - de la aspartat. .

Desi ctapele individuale implicate in aceastd cale sunt aceleasi pentru
toate organismele, structurile enzimelor ce catalizéaza aceste etape la
procariote difera marcant de cele de la eucariote. in timp ce la majoritatea
procariotelor, cele 10-11 reactii ce conduc la sinteza de novo a IMP sunt
catalizate de 10 enzime separate, neasociate, la multe eucariote, saptc din cele
10-11 reactii sunt catalizate de proteine multifunctionale, in care doua -sau mai

8
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multe activitati catalitice apar in domenii diferite ale unei singure catene
polipeptidice. In continuare prezentam cele 11 etape din calea de novo in
biosinteza inozin 5'-monofosfatului: :

1) Sinteza 5-fosforibozil pirofosfatului (PRPP):

Mg2+ ) - *

o- OH o _

o b_o— O +ATP ———» “0—fp—0 & 9
I é) _—_p—0—P—0"

0 ' ol

OHOH ¢ o]

OHOH
Ribozo-5-fosfat 5-fosforibozil pirofosfat

este catalizata de ribozo fosfat pirofosfokinaza.

2) Formareca legaturii N-glicozidice

? ' GLN GLU

: )
I I ‘w
OHOH o 0 \ 2P OHOH

PRPP 5-fosforibozil 1-amina

catalizati de PRPP transferaza. In aceasti reactie are loc inversarea
configuratiei la C-1 ribozei de la o la 8 . Pirofosfatul anorganic este hidrolizat de
pirofosfataza, conferind procesului un caracter ireversibil. Aceasta etapa
controleaza viteza intregului proces. Amidotransferaza este inhibata de
azaserina (un antibiotic izolat din specii de Streptomyces) si de 6-diazo-6-
oxonorleucina (DON). Acesti inhibitori sunt utilizati atat in cercetarea
biochimica, cat si in chemoterapie.

3) Adaugarea glicinei ( C-4, C-5 si N-7 din nucleul purinic)

. u NH,
GLY ATP ADP+P ' L
5-P-ribozilamina N S > o M .
-o-iro o
(o]
HOH

5'-fosforibozil gliclnan'xfda

9
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catalizata de fosforibozil glicinamid sintetaza.

4) Introducerea grupérii formil via THFA

H

N °,'° metilen N
7 _ J: cHO
THFA N
5-fosforibozil gliczinamida 1 > -
THFA v—i—o a

OHOH

5'-fosforibozil N-formil glicinamida
catalizata de fosforibozil gliciamid formil transferaza.

N 5,%° metilen Y I
tetrafolic acid \I

. 0 H coo-
(THFA) on C—N(I;_,',_é ¥
. |
(IJH.
coo-
5) Inserarea N de la glutamina ( N-3 a nucleului purinic)
5-fosforibozil GLN GLU :\
CHO
N-formil glicinamida o ,ENH
ATP ADP + P o
0—t—0
|
)
HOH

5 fosforibozil N-formilglicinamidina
catalizata de 5-fosforibozil N-formil glicinamidin sintetaza
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6) Inchiderea ciclului cu formarea nucleului imidazol

N-formil Glicinamidina

ATP  ADP+P | =,

N
5-fosforibozil NJ: >
Hy N
7 i : o

OHOH
5'-fosforibozil 5-amino imidazol
catalizata de 5'fosforibozil 5-amino imidazol sintetaza.

7) Inserarea CO, (C-6 a nucleului purinic)

; HOOC N,
5'-fosfortbozil co, I
5-amino imidazol HN7 N
-
o—b—0— P
.
[e]
OHOH

5'-fosforibozil 5-aminoimidazol 4-carboxilat
catalizati de 5'-fosforibozil 5-amino imidazol carboxilaza.

8) Inserarea grupdrii amino a acidului aspartic (N-1 din nucleul purinic)

COOH 0
5'-fosforibozil A@ "

: N
5-amino imidazol 7N > oon™ . >
4- carboxilat ATP ADP +P o Y

-o—-t|=-o 0
(l.l,
OHOH

5'fosforibozil 5-aminoimidazol-4-N-succin carboxamida
catalizata de o sintetaza.

11
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9)

Scindarea legaturii N-C din aspartat

N 1
5'-fosforibozil H'Nj’:( >
Hy N

5-aminoimidazol -
4-N-succin carboxamida fumarat -o—i—o (o}

HOH
5'-fosforibozil 5-aminoimidazol-4-carboxamida
catalizati de adenilosuccinat liaza.

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

v

5'-fosforibozil N'%formil THFA " N
|
5-aminoimidazol T j\n '>

4-carboxamida THFA
o

_oji_o
OHOH
5'fosforibozil 5-formamidoimidazol 4-carboxamida

catalizata de o formil transferaza.

H
H,NYN niH
structura 10-formil THFA b :EH : T
N cu.—u‘—@»c—n-c—u
ou- H | |
[e] CH,
doo-
11) Inchiderea ciclului cu formarea IMP
.
5'-fosforibozil 5- /‘IN
HN >
formamidoimidazol ~ ° K‘N g
4-carboxamida H.,0 : g
o—b-0 P
IMP g
OHOH
12
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catalizatd de IMP ciclohidrolaza.

IMP este transformat la AMP si GMP prin transformarile prezentate in

Figura 1.

GMP poate fi transformat la GDP prin actiunea nucleozid monofosfat

kinazei si a ATP :
GMP + ATP <¢———=— GDP+ ADP

ATP :
GDP +ATP <$———

GTP + ADP

Enzima nucleozid-difosfat kinaza catalizeazid formarea GTP din GDP si

Transformari similare pot suferi toti nucleozid monofosfatii si nucleozid

difosfatii.
INOZIN+5"'-MONOFOSFAT . ( IMP) :
aspartat
IMP N
AehiAEORCREE denilosuccin
e 9 GOP + P, sintetaza
NADH + H*
HOOC(.‘IHCH,COOH
[o) NH
. N
' ﬁ@ | "@@
0)\N N N N
P ?—
-0—p—0— ° -o—ﬁ—o 0
3 o
OHOH OHOH
‘Xantozin.<5'-monofosfat (XMP)
) ATP
glutamina |
! dMp-sintetaza
glutamat AP 5, r
o] NH,
N
Y T
H,N)\N N N N
o (I>'
00— O 0—4—° 0
] o
OQHOH OHOH
Guanozin-5'-monofosfat Adenozin 5' -monofosfat
. (GMP) (AMP)
Figura 1. Formarea AMP si GMP din IMP
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In secventa de reactii care conduc la sinteza IMP, la multe eucariote,
existd o singurd proteind multifunctionalda numitd B5'fosforibozil amino
imidazol sintaza, care catalizeaza activititile enzimatice ale etapelor 3,4 si 5.
Existd alte doua proteine multifunctionale: 5'-fosforibozil-aminoimidazol
succinocarboxamid sintaza, care catalizeazd etapele 7 si 8, si IMP sintaza
care catalizeazi etapcle 10 si 11. Beneficiul acestor proteine multifunctionale
este o sinteza coordonata, mai rapida a purin nucleotidelor.

Se remarca faptul ca transformarea IMP in GMP necesitd ATP ca sursa de
energie, in timp ce transformarea IMP - AMP necesitda GTP. Cand celula are
concentratii mari de ATP, IMP este transformat in GMP sgi invers cand exista
suficient GTP in celula - IMP se transforma in AMP.

PRPP amidotransferaza este o enzima regulatoare care limiteaza viteza
intregului proces, efectorii fiind IMP, GMP si AMP. Enzima din placenta omului
exista in doua forme, cea cu masa molecularda mai mica fiind activa enzimatic.

O — 0

forma activa forma inactiva
(133 KD) (270 KD)

Enzima din placenta are cel putin doua situsuri de legare a efectorilor.
Un situs leaga specific oxipurin nucleotidele ( IMP si GMP), in timp ce celalalt
leagd aminopurin nucleotidele (AMP).

—tn

[glutamina] ~ |PRPP

Figura 2, Activitatea PRPP-amidotransferazei in functie de
concentratiile de glutamina gi PRPP

Legarea simultand a unui oxipurin nucleotid si a unul
aminopurinnucleotid are ca rezultat o inhibitie sinergica a enzimei.

PRPP amidotransferaza prezinta o cinetica hiperbolicd fatad de glutamina

sl sigmoidala fata de PRPP ( Figura 2) . Prezenta nucleotidelor deplaseazi
functia sigmoidala a lui v/ [PRPP].

Concentratiile intracelulare ale glutaminei sunt aproximativ egale cu Ky
enzimei pentru glutamina. Pe de alta parte, concentratia PRPP in celula

......
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consecinta, concentratiile PRPP in celula joacad un rol important in controlarea
sintezel de novo a purin nucleotidelor.

S-fosforibozil| 1-pirofosfat

e { 5-fosfpribozil ..,
! L amina Y
7 IMP
T e 0 (CARRRit ST, i
P H
1 # . . ; "y
\ XTP adenllosuccxnatjy
»_:‘\ l
M AMP-'-"/’C
G[fP ADP
atp ATP

Figura 3. Reglarea sintezel purin nucleotidelor

Este cunoscuta reglarea la punctul de ramificatie IMP-GMP si IMP-AMP.
Cele douad enzime implicate : IMP dehidrogenaza si adenilosuccinat
sintetaza au valod similare Ky, pentru IMP. AMP este un inhibitor competitiv
cu IMP al adenilosuccinat sintetazef, in timp ce GMP este un inhibitor
competitiv al IMP dehidrogenazei. GTP serveste ca sursa de energie pentru
reactia adenilosuccinat sintetazei, in timp ce AMP este un inhibitor
competitiv al acestei etape . ATP serveste ca sursd de energie pentru
transformarea XMP in GMP, in timp ce GMP actioneaza ca un inhibitor al

formarii XMP.
o Cii de salvare a bazelor purinice

Eficienta metabolismulul in conditli normale este exprimatd §! prin
existenta unor cal de salvare a bazelor purinice, provenite din surse exogene
sau din catabolismul acizilor nucleici, care permit realizarea unor apreciabile

economii de ATP. Reactiile :
Guanina + PRPP————> GMP + PP
Hipoxantina + PRPP ——— IMP + PP

sunt catalizate de aceeagi enzima hipoxantin-guanin fosforibozil
transferaza care necesita Mg’+ si este reglati de prezenta IMP sau GMP,
inhibitori competitivi ai PRPP.

Adenin fosforibozil transferaza catalizeaza reactia :
Adenina + PRPP ———— > AMP + PP
15
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care necesitd Mg®+, AMP flind un inhibitor al transformarii.

Aceste reactli nu numal ca realizeazi o mare economie de energie, dar
permit $i unor celule ca eritrocitele sa-si sintetizeze nucleotidele din bazele
purinice. Eritrocitele neavand PRPP amidotransferaza nu pot realiza sinteza
de novo a purin nucleotidelor, calea de salvare a bazelor lor flind singura
posibilitate de refacere a acestor nucleotide.

in sindromul LESCH-NYHAN, datoritd lipsel hipoxantin-guanin
fosforibozil transferazei, la paclen{i se observd stari de hiperuricemie,
retardare mentala (in cadrul metabolismului purinele sunt catabolizate la acid
uric) . Pacientii mor datoritd insuficientel renale rezultate din depozitarea
masiva a uratului de sodiu ( produsul degradarii purin nucleotidelor).

¢ Interconversia purin nucleotidelor

Existda o serie de transformiri enzimatice care permit echilibrarea
concentratiel adenin si guanin nucleotidelor. Aceste purin nucleotide pot fi
redistribuite conform necesitatilor celulare prin transformarea GMP in AMP si
inapoi la IMP. Aceste reactii pot fi realizate prin enzime separate, fiecare filnd
sub un control diferit.

MM \

. pr

P-reduct \ Adeni 10511ccinat AMP-dezaminaza
NADPH

¥ GMP g :

+
NH,

~.

Figura 4. Interconversia purin nucleotidelor

Dezaminarea reductivid a GMP la IMP, catalizatd de GMP reductaza, este
activata de GTP si este inhibata de XMP.

XMP este un inhibitor competitiv al GMP reductazei umane, avand un
Ki=0,2 pM. Datoritd acestel K, scazute, concentratia XMP din celuld poate
influenta transformarea GMP-IMP. Pe de altd parte, GTP. este un activator al
GMP reductazei provocand scaderea Ky enzimel fata de GMP sl cresterea V.
Activitatea AMP dezaminazei ( 5-AMP amidohidrolaza) care -catalizeaza
specific dezaminarea AMP la IMP, este activatid de K* g1 ATP si este inhibata de
P,, GDP si GTP. In absenta jonilor de K', curba V/[AMP] este sigmoidala.
Prezenta fonilor de K' nu este necesara pentru activitatea maxima, ci mal
degraba actioneaza ca un efector pozitiv pentru a reduce Ky pentru AMP.

16
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¢ Sinteza de novo a pirimidin nucleotidelor

Nucleul pirimidinic este sintetizat de novo in celulele mamiferelor utilizand
aminoacizi ca surse de C si N si CO, ca surse de atonu de carbon:

N-1, C-4, C-5 si C-6 provin de la aspartat
C-2 de la CO,
N-3 de la N amidic al glutaminei

In continuare vom prezenta etapele sintezel pirimidin nucleotidelor in
celulele mamiferelor :

1) Formarea carbamoil fosfatului (C-2 si N-3 a nucleului pirimidinic)

NH2
-

(JLN+COZ+2A’1‘PTT*\—> C
/
2 ADP Pi GLU 0? N

carbamodll fosfat

0P03*

este catalizata de carbamoil fosfat sintetaza II ( distincta de enzima I din
mitocondrie, implicata in ciclul ureei).

2) Inserarea aspartatului (N-1, C-4, C-5 si C-6 a nucleului primidinic)
CIIOO' 'OOC\
Carb il fosfat + CH H,N CH
R éHzNH ‘:_Piv* z(l) (llH2
-INHg
N TN
J}OO‘ O/ NH COO-

Aspartat N-carbamoil aspartat

este catalizatd de aspartat carbamoil transferaza. Enzima mamiferelor
nu este reglata alosteric.

3) Inchiderea ciclului pentru formarea nucleului pirimidinic -

N-carbamoil aspartat ————» HIN /I\
0Z

COO7
_ Dihidroorotat
este catalizata de dihidroorotazi. e
T ey
z Y,L QT C\

7 O
‘*’\cemrmg 1
UNIVERs!TARA

& <
Svgyred

N
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4) Oxidarea dihidroorotatului

o}
NAD* NADH H* -
Dihidroorotat L——Z—’ HN|
0 nH COO
Orotat

este catalizata de o flavin enzima - dihidroorotat dehidrogenaza.

5) Adaugarea ribozo 5-fosfatului ( formarea legiturii N-ribozidice)

(o]

Orotat + PRPP —-—Ty
pirofosfat A fl
0" " oo
?_
“0—P—0 0,
|
" OHOH

Orotidin 5'-monofosfat (OMP)
este catalizata de orotat fosforibozil transferaza. =

6) Decarboxilarea OMP

OMP — < ' “ij'
CO, . e
o
-0— &— o— ©

OHOH

Uridin 5'-monofosfat (UMP)

este catalizatda de OMP decarboxilaza. Absenta uneia sau a ultimelor
doua enzime conduce la orotic acidurie (maladie ereditara, caracterizatd prin

18
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crestere intarziatd, anemie severid si nivele mari de acid orotic excretate in
urind).

Prin aceste reactii, este sintetizat UMP. Formarea citidin nucleotidelor are
loc numai de la UTP, printr-o reactie catalizatd de CTP sintetaza. Enzima nu
are o necesitate absolutd pentru GTP, dar concentratii mici de 0,2 mM
stimuleaza activitatea sintetazei de 5-10 ori.

o] NH,
'@ )
N o N
o B B o ATP ADP + P, (l)- (I)_ (,)_
“0—P—0—P—0—P— o) 0—P—0—P—0—P—0
R R B X Lo
0 0o o | _ o (o] o
, GLN GLU
QOHOH OHOH
Uridin 5'-trifosfat (UTP) Citidin 5'-trifosfat (CTP)

Calea sintezei de mnovo a nucleotidelor se caracterizeaza prin doua
aspecte:

1) In sinteza purin nucleotidelor se formeazi mai intai legatura N-
glicozidica si apoi nucleul bazei azotate pe cand iIn sinteza pirimidin
nucleotidelor se sintetizeaza mai intai nucleul si apoi se adauga si restul
pentozo-fosfat;

2) toate enzimele din sinteza purin nucleotidelor se gasesc in citosol, in
timp ce in al doilea caz - dihidroorotat dehidrogenaza se gaseste iIn
mitocondrie. Celelalte enzime sunt citosolice si se gasesc asamblate in
complexe. Carbamoil fosfat sintetaza II, aspartat transcarbamoilaza gi
dihidroorotaza formeaza complexul I, in timp ce orotat fosforiboziltransferaza si
OMP-decarboxilaza constituie complexul II. Ca rezultat al canalizarii
intermediarilor intre aceste complexe, niciunul din metaboliti nu se gaseste in
mod normal in fractiile acido-solubile separate din celule.

¢ Reglarea sintezei pirimidin nucleotidelor

In cazul secventelor metabolice lineare, de regula, produsul final inhiba
activitatea primei enzime implicata in calea anabolica respectiva - atunci cand
se acumuleaza In cantititi mai mari decat necesitatile fiziologice. In cazul
procariotelor, CTP inhiba activitatea aspartat carbamoil transferazei. Cand
concentratia CTP (sau a UTP) in celula este mare, forrnarea N-carbamoil
aspartatului este inhibata.

Spre deosebire de celulele bacteriene, reglarea sintezei la mamifere nu este
asigurata de aspartat carbamoil transferaza.
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Reglarea sintezei in celulele mamiferelor are loc la nivelul carbamoil fosfat
sintetazei II, care este inhibati de UTP.

Urmaitorul situs de reglare al sintezel pirimidin nucleotidelor este la
nivelul OMP-decarboxilazei. UMP si intr-un grad mai mic, CMP sunt inhibitori
ai OMP-decarboxilazei, dar nu si ai orotat fosforibozil transferazei. Cu toate
acestea, deoarece aceste doua enzime sunt componente ale complexului II,
orotat fosforibozil transferaza nu poate continua sa functio.eze, neavand loc
transferul produsului. In situatia in care OMP-decarboxilaza' este inhibati,
orotatul si nu OMP se acumuleaza.

In orotic acidurie, sunt produse cantititi excesive de acid orotic datoriti
deﬁcieanlor in orotat fosforibozil transferaza sau/si OMP decarboxilaza.

Alt situs de reglare este la nivelul CTP sintetazei. Aceasta enzima prezinta
o curbé hiperbolici viteza / [UTP]. In prezenta CTP curba devine sigmoidala. in
acest fel activitatea CTP sintetazei este represaté, prevenind transformarea UTP
in CTP.

¢ Cai de salvare a pirimidinelor

Pirimidinele pot fi salvate prin reactia :

Pirimnidina + PRPP ————— Pirimidin nucleozid monofosfat + PP

catalizatd de pirimidin fosforibozil transferaza. Enzima a fost purificata
din eritrocitele omului si s-a dovedit a utiliza ca substrate orotatul, uracilul si
timina, dar nu si 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 accesibilitdtii PRPP, a enzimelor si in general a starii
metabolice a animalului.

¢ Sinteza deoxiribonucleotidelor 3

Concentratlile de deoxiribonucleotide sunt extrem de scazute in celula in
repaus. In faza S, a replicarii DNA, concentratia lor creste pentru a suporta
sinteza DNA.

Deoxiribonucleotidele sunt formate prin reducerea directd la pozitia 2' a
ribonucleotidelor corespunzitoare. Reactia este reglati, dar nu alosteric, cl de
modificarile concentratiei enzimei ce catalizeaza formarea
deoxiribonucleotidelor:

Baza

o~ o o o
| | | |
-0—P—0—P—0 NTP, Mg i 2
g g o o
OHOH
dNDP _

tioredox ~gH tiore x1n\
NADP NADPH + H*
. t;.or_edpx:.n reductaza
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Reducerea necesitd un NTP specific ca efector pozitiv al ribonucleotid
reductazei. Reactia este controlatd si de alti NTP care servesc ca efectori
negativi ( Tabelul 3).

Tabelul 3. Efectori ai ribonucleotid reductazei

I
Substrat Efector pozitiv Efector negatv
CDP ATP dATP,dGTP,dTTP
UDP ATP dATP, dGTP
ADP dGTP dATP,ATP
GDP dTTP dATP

Ribonucleotid reductaza mamiferelor consta din doua subunitati identice,
fara activitate enzimaticd. Una dintre subunitati are situsul de legare al
efectorului, cealaltad - contine numai Fe neheminic. Pentru sistemul de la
mamifere nu se stie daca exista o singura enzima pentru cele patru substrate
sau daca sunt enzime separate pentru fiecare substrat. dATP este un inhibitor
puternic pentru toti NDP, aceasta explicand toxicitatea deoxiadenozinei pentru
multe celule ale mamiferelor.

Tioredoxina este o proteind mica de 12 KD, care este oxidatd in timpul
reducerii gruparii 2'-OH a ribozei. Pentru a completa ciclul catalitic, tioredoxina
redusa este regenerata de o flavin enzima, tioredoxin reductaza, in prezenta de
NADPH.

¢ Sinteza deoxitimidilat nucleotidului

Deoxitimidilatul se formeaza in urma unei reactii unice. Timidilat sintaza
catalizeazi transferul si reducerea unei grupari metilen la o grupare metil :

o)
i N5,10 metilen THFA ~ THFA HN)'j,cn.
O)\N g ' \L J > OJ\N
o- &
o—;L_o o) -o—r|>—o 0
s )
OH .
Deoxiuridin 5'- monofosfat Timidin 5'-monofosfat

dUMP ia nastere din doua céi diferite : 1) dezaminarea directd a dCMP la
dUMP: in prezenta unei dezaminaze si 2) reducerea UDP la dUDP, urmata de
hidroliza la dUMP ; prima cale predoméanand cantitativ in celulele mamiferelor.
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¢ Intertransformarile pirimidin nucleotidelor

Deoarece necesitatea deoxiribonucleotidelor este criticA pentru sinteza
DNA, exista o serie de posibilitati de intertransformare a lor (Figura 5 ).

Enzimele care catalizeaza aceste intertransforméari sunt sub un control
riguros. Controlul formérii dCDP si dUDP, sub actiunea cataliticA a
ribonucleotid reductazei, a fost deja discutat.

dCMP dezaminaza este activatd de dCTP si inhibata de d’I'I‘P Inhibitia
prin dTTP poate fi depasita prin cresterea concentratiilor de dCTP. dCMP
dezaminaza prezintd o functie viteza/[dCMP] sigmoidald. Prezenta dCTP
modifica curba care devine hiperbolica.

dTTP este de asemenea un inhibitor al timidin kinazei. De fapt, dTTP este
un efector negativ al multor transforméri, ceea ce explici si toxicitatea
concentratiilor mari de timidina fa{a de celulele mamiferelor.

citidina —————— CMP ———» CDP

loe.
Uridina ' dCDP

Lp dm/l\dm\
1

~

dCMP <—— deoxicltldlna

,;@/ ﬁ@ /l

UDP ——— dUDP ——/&» dUMP < /’ deoxiuridina
X l /
\ / Timidina
N N | dTMP ‘/@ / /
N a 7 g
N \ 1 / / 7
N \ dTbp s ~ s
~ \\ l /// _ -~

Figura 5. Intertransformarile pirimidin nucleotidelor
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3. STRUCTURA SI PROPRIETATILE FIZICO-
CHIMICE ALE DNA

In structura DNA, existd resturl de deoxiadenozini. deoxiguanozina.
deoxicitidina si deoxitimidina, legate prin legaturi 3',5'-fosfodiesterice.

O catend DNA are o polaritate, avand extremitati 5' sf 3' libere. Prin
conventie, un tetranucleotid desemnat prin simbolul ACGT (Figura 6) prezinta
la capatul 5' un rest de deoxiadenozina, iar la 3'-de timidina. Deci secventa de
baze este scrisd in directia 5'-3'. Secventele ACGT si TGCA reprezinta doua

tetranucleotide diferlte izomere.
NH,

4 \ . .
|\ Adenina
extremltate by

5 1 5
HO—CH,

NH,

. Z
.é N \ E

07N

Citozina

>
Guanina

cH,
HN l v
H )\ imina
N

H 0

extremitate 3!
Figura 6. Structura tetranucleotidului 5'-ACGT-3'

¢ Dovezi ca DNA este materialul genetic

Bacteria pneumococcus prezinta in mod normal o capsulad polizaharidica
lipicloasa si stralucitoare, esentiala pentru patogenicitatea el (provoaca
pneumonia). Mutantii lipsiti de acest invells polizaharidic ( le lipseste o enzima
fmplicata in biosinteza) nu sunt patogeni. Se indica bacteria normala prin litera
majuscula S deoarece formeaza colonii netede (smooth) pe placi Petri si
bacteria mutanta fara capsula - R datorita coloniilor cu aspect rugos ( rough).
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in 1929, GRIFFITH a observat ci un mutant nepatogen R poate fi
transformat in forma S. El a injectat la soareci un amestec de pneumococi vii R
sl pneumococi S omorati termic, amestec care s-a dovedit letal. Sangele
soarecilor morti contine pneumococi vii. Prin urmare pneumococll S omoratl
termic s-au transformat in pneumococi S vii.

Aceastd modificare a fost permanentd: pneumococii transformati
producand progenituri patogene ale formei S.

S-a demonstrat ca transformarea R — S are loc si in vitro. Unele celule
ale formei R, dintr-o cultura in cregtere, au fost transformate in forma S prin
adaugarea unui extract celular din pneumococii S omorati termic.

fn 1944, AVERY, MAC LEOD si MC CARTY au fractionat extractul
acelular din pneumococii S omorati termic si au purificat principiul activ al
transformarii, care s-a dovedit a fi DNA. Aceastd descoperire a condus la
atribuirea DNA - proprietatea de specificitate geneticd. Pana in 1944,
proteinele cromozomiale erau considerate ca purtitoare a informatiei genetice,
DNA atribuindu-se un rol secundar.

Urmatoarea dovada In sprijinul rolului genetic al DNA a fost obtinuta din
studiul unui virus ce infecteaza E.coli: bacteriofagul T2 care consta dintr-un
miez de DNA, inconjurat de un invelis proteic. In 1951, HERRIOTT a sugerat
cad virusul actioneazd ca un mic ac hipodermic, umplut cu principiul
transformarii: virusul nu intra in celuld, prin coada lui contacteaza celula

gazda, produce enzimatic un orificiu prin membrana externd gi DNA viral intra
prin acesta in celula gazda.

in 1952, HERSHEY si CHASE au marcat DNA fagului cu P*? gl proteina
invelisului cu S*. Cultura de E.coli a fost infectata cu fagul marcat, care
devine atasat la bacterie o scurtd perioada de timp. Suspensia este macerati
intr-un waring blendor la 10.000 rpm cand se rup conexiunile fag—bacterie

Dupa centrifugare, sedimentul contine bacteriile infectate. Analiza P** i S*°
arata ca: .

- majoritatea DNA fagului este gasita in bacterie ;
- majoritatea proteinelor fagului raman in supernatant.

Deci proteina cu S® ramane in resturile fagului, avand un rol protector si
fiind responsabilda pentru absorbua pe bacterie si injectarea DNA in celula
gazdi. DNA marcat cu P** are rolul genetic, fiind implicat in cresterea
intracelulara a fagului.

Studii ulterioare au aratat ca, la o specie data, continutul in DNA este
acelagi In toate celulele care au un set diploid de cromozomi gi este redus
la jumatate in celulele haploide.

¢ Modelul WATSON-CRICK - B DNA

In 1953, WATSON i CRICK au dedus structura tridimensionala a DNA si
au intuit mecanismul replicarii lui. WATSON gi CRICK au analizat fotografiile
difractiei razelor X prin fibre de DNA, realizate de Rosalind FRANKLIN si
WILKINS si au propus un model structural care, in timp, s-a dovedit corect in
principalele lui caracteristici. Acestea sunt :
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1) Doua catene polinucleotidice helicoidale sunt rasucite in jurul
unei axe comune, in directii opuse.

2) Bazele purinice si pirimidinice sunt orientate spre interiorul
helixului in timp ce resturile fosfat si de deoxiriboza se afla la
exterior. Planurile bazelor sunt perpendiculare pe axa helicala.
Planurile deoxiribozei sunt aproape la unghi drept fata de cel al
bazelor.

3) Diametrul helixului este de 20A. Bazele vecine sunt separate
printr-o distanta de 3,4 A, proiectie pe axa helicala si rotite cu 36°.
Deci structura helicald se repeta dupa 10 resturi ale fiecarei catene,
deci la intervale de 34A.

4) Cele doua catene sunt mentinute impreund prin punti de
hidrogen intre perechile de baze A=T si G=C.

5) Secventa de baze de-a lungul unei catene polinucleotidice poarta
informatia genetica.

In Figura 7 prezentim conformatia ipoteticA a unel singure catene
polinucleotidice.

Figura 7. Conformatia unei catene
polinucleotidice  perfect helicoidala.
Banda helicoidala reprezintad scheletul
legaturilor 3',5'-fosfodiesterice.
Dreptunghiurile paralele dispuse
perpendicular pe axa  structurii
reprezinta bazele azotate.

Cel mal important aspect al dublu

helixului DNA este specificitatea Imperechierii bazelor. WATSON si CRICK au
dedus formarea perechilor A-T si G-C pe baza analizei unor factori sterici si a
probabilitatii formarii puntilor de hidrogen. Natura regulatd a structurii
helixului impune o serie de restrictii sterice . Legaturile glicozidice ce sunt
atagate la o pereche de baze se gasesc la circa 10,85A distanta. O pereche de
baze purina-pirimidina se potriveste perfect in acest spatiu. In contrast, o
pereche de baze purina-purind ar conduce la o distantd mal mare, iar o
pereche pirimidina-pirimidind - la o distantd mult mai mica. Modul de
imperechiere purina-pirimidina este in acord si cu poslbllltatile de stabilire a
punt,ﬂor de hldrogen

Y
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Orientarile si distantele acestor punti de hidrogen intre perechile A-T si G-
C sunt optime pentru realizarea unel atractii optime intre baze, Examinarea
modelelor moleculare indicd compatibilitatea structurald a acestor baze in
formarea de punti de hidrogen colineare. )

Acest mod de imperechiere a bazelor a fost sustinut gl de studiul
compozitiei in baze a DNA din diferite specii. In 1950, CHARGAFF a gasit ca
raporturile A/T si G/C sunt aproape egale cu 1 la toate speclile studiate.
Interpretarea acestor echivalente nu a fost posibild pana cand WATSON si
CRICK nu au propus acest model.

Aceastd relatie intre bazele unui duplex al DNA este numita
complementaritate.

O caracteristicd importantd a duplexului DNA este ca cele doua catene
sunt antiparalele. Polinucleotidele sunt structur! asimetrice cu o polaritate
intrinseca. Cele doua catene polinucleotidice sunt aliniate in directii opuse:
una are sensul 5-3', iar cealaltd - sensul 3'-5'. Acest aranjament antiparalel
produce o asociere stabila intre catene .

Dublul helix conventional poate avea diferite geometrii; A, B, C, Z. Aceste
forme au unele caracteristici comune: localizarea resturilor pentozo-fosfat spre
exteriorul helixului, ionizarea totala la pH neutru ce creaza un exterior al
helixului incarcat negativ, impachetarea spre interior a bazelor, formarea prin
incolacire a celor doua catene a unor fose: majora si minora.
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Figura 9. Geometriile A si B ale DNA

.In conditii fiziologice si In solutie - DNA se afla in forma B descrisa de
WATSON si CRICK.

¢  Stabilitatea duplexului DNA

Duplexul DNA adoptd o conformatie spatiala, stabilizatd de multiple
interactii. Proprietdtile hidrofobe ale bazelor sunt, intr-un mare grad,
responsabile pentru adoptarea conformatiilor helicale. Examinarea modelelor
moleculare ale bazelor releva ca substituentii polari ai bazelor azotate ( amino,
hidroxil) pot interactiona cu alte grupari polare din mediu sau cu moleculele de
apa. Planurile nucleelor sunt incapabile de & participa la astfel de interactii si
tind si evite contactul cu apa, interactionand intre ele si formand o
conformatie stivuitad. Stabilitatea acestui aranjament este reantaritd de un
interschimb intre electronii ce ocupa orbitalii n localizatfi deasupra si
dedesubtul planului bazei. In mod clar, helicele monocatenare sunt stabilizate
atat de interactiile hidrofobe cat si de cele de stivuire ce implica orbitalii 1/x
ai bazelor.

O contributie esentiald la stabilitatea duplexului DNA o are natura
cooperativa a puntilor de hidrogen. Spre deosebire de interactiile hidrofobe,
puntile de hidrogen sunt directionate si reprezinta un factor discriminator in
alegerea corecta a partenerilor care le formeaza.

Studii privind efectului diferitilor reactivi asupra stabilitatii dublu
helixului DNA au sugerat ca efectul destabilizant al unui reactiv nu este
proportional cu capacitatea acestuia de a scinda puntile de hidrogen. Mal
degraba, stabilitatea duplexului este determinati de solubilitatea bazelor
libere in reactiv, stabilitatea scazand cu cresterea solubilitatii ( Tabelul 4 ).

Interactiile ionice au de asemenea un efect asupra stabilitatii at
conformatiei dublu-helixului. Intr-o solutie cu pH fiziologic, repulsiile
electrostatice intre gruparile fosfat incarcate negativ forteaza catena sa adopte
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o configuratie relativ rigida in forma de bagheta. Aceste forte repulsive confera
un anumit grad de rigiditate structurdi. In conditii fiziologice, la pH neutru dar
la concentratii relativ mari de saruri, sarcinile resturilor fosfat sunt partial
neutralizate de cationii prezenti si structura devine un ghem flexibil. In conditii
extreme stivuirea bazelor dispare si se distruge helixul ( stare random coil).

Tabelul 4. Efectul diferitilor reactivi (in concentratii 1 m) asupra stabilitatii
dublu helixului DNA.

Reactiv Solubilitatea adeninei Molaritatea care
x 107 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
Formamida 15,4 1,90

Dublu helixul este stabilizat de o energie de circa 1 kcal per pereche de
baze. Deci o perturbatie minora poate produce ruperea duplexului. Cand
cateva perechi de baze sunt separate, ele se unesc rapid, si elibereazi o
cantitate de energie care produce despiralizarea unor perechi de baze
adiacente. Decl separérile minore ale duplexului DNA pot fi propagate de-a
lungul structurii. Modelul Zipper este caracterizat prin deplasarea unor regiuni
deschise pe lungimea helixului, indicand natura dinamica a acestel structuri,
esentiala pentru functia biologica a DNA.

l)ll””‘III.)d'I’h"ll'N'“‘" X 'l.
f
Figura 10. Modelul Zipper al

1 duplexului DNA

Cele doua catene ale unui duplex DNA pot fi ugor separate prin incalzirea
unei solutii de DNA sau prin adiugare de acizi sau baze, pentru a joniza bazele
azotate. De exemplu, prin cresterea progresivi a temperaturii se formeaza
bucle deschise, in special la nivelul regiunilor bogate in perechi de baze A-T, a
caror diametru creste progresiv cu temperatura.
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(A-T)

Figura 11. —

(G-C) -
Structura duplexului DNA

la temperaturi crescande
(A-T)

La temperaturi mari ( 70+80°) catenele se separd fizic si adoptd o
conformatie random-coil. Acest proces, numit denaturare, este insotit de
modificarea unor proprietati fizice: cresc densitatea de plutire i absorbanta in
UV (la 260 nm) si scade vascozitatea.

incialzirea lenta a unei solutii de DNA este insotitd de o crestere gradata a
absorbantei deoarece catenele se separd. Cu toate acestea, deoarece interactiile
dintre cele doua catene sunt cooperative, tranzitia de la configuratia dublu-
catenara la cea de random-coil are loc intr-un mic interval de temperatura,
procesul amintind de topirea unui cristal.

Figura 12. Dependenta
absorbantei unei solutii de
DNA de temperatura

$ hipercromicitate

Densitatea optica (260 nm)

Temperatura de topire
(Tm) reprezintd temperatura
la care 1/2 din structura duplexului este distrusi. In mod normal, absorbanta
la 260 nm a unei solutii de DNA reprezinta mai putin de 40% din valoarea la
care ne-am fi asteptat prin insumarea absorbantelor tuturor bazelor
componente (efect hipocromic), datorita stivuirii si deci a mascarii acestora.
O structura random-coil prezintd o absorbanta aproximativ egala cu suma
absorbantelor componentelor purinice si pirimidinice. Cresterea absorbantei, la
denaturare, poarta numele de efect hipercromic.

Temperatura de topire a unei molecule de DNA depinde marcant de
compozitia ei in baze. Moleculele de DNA, bogate in perechi de baze G-C au o
.. Tm mai mare decat acelea bogate In perechi de baze A-T. De fapt, Tm DNA de
.-la multe specii variaza linear cu continutul in perechi de baze G-C, crescand de
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la 77° la 100° cand continutul procentual in G-C creste de la 20% la 78%.
Perechile de baze G-C sunt mai stabile decat cele A-T deoarece sunt stabilizate
prin trei punti de hidrogen in loc de doua. Deci regiunile bogate in A-T ale DNA
se topesc primele. In vivo, dublu-helixul DNA este topit sub actiunea unor
proteine specifice.

[GC] = 35% 50% 66%

1.4
o
13
o
a1.2

Figura 13. Curbe de topire a DNA *0‘1 } :
'g .
<5 1 Il 1
66 75 (3

temperatura

Ricirea rapidd a unei solutii fierbinti de DNA produce in mod normal
DNA denaturat, caracterizat prin formarea unor punti de hidrogen intre baze
complementare - fie intre catenele separate, fie intre diferitele regiuni ale unei
singure catene.

Gradul in care puntile de hidrogen se reformeaza intre perechile de baze
orginale depinde de mul(i factori, printre care: omogenitatea DNA gi viteza de
racire. Racirea lenta, in special in conditii de tarie ionicd moderata, furnizeaza
conditii optime pentru restaurarea structurii originale. Acest proces reversibil
de renaturare se numeste anelare. Procesul are loc la tarii ionice moderate,
deoarece in solutii saline foarte diluate gruparile fosfat incdrcate negativ
genereazd repulsii electrostatice care impiedicad apropierea bazelor azotate.
Renaturarea necesitd o concentratie minima de DNA, sub care renaturarea este
neglijabila. ’

Catenele complementare a unei molecule de DNA complet denaturate
aneleaza Intr-un proces constituit din doua etape. Prima etapa ce implica
sansa intalnirii secventelor complementare de pe cele doua catene diferite este
o reactie de ordinul 2. Constanta de viteza a acestei etape este o caracteristica
a fiecarui DNA si este invers proportionald cu numarul de perechi de baze
(marimea) din DNA. A doua etapa este de ordinul 1 in care perechile de baze
complementare stabilesc punti de hidrogen.

¢ Hibridizarea

Auto-asocierea catenelor complementare a stat la baza tehnicii de
hibridizare. Acest proces poate avea loc nu numai intre catenele DNA dar si
intre catene DNA si RNA apropiate ca structura primara. Prin aceasta tehnici
se determina cantitatea maxima a polinucleotidului ce poate fi hibridizata si
viteza de hibridizare.

DNA de testat pentru hibridizare este mai intdi denaturat. Catenele
singulare rezultate sunt imobilizate prin legare pe un polimer convenabil,
suportul rezultat fiind plasat pe o coloana cromatografici. DNA obtinut din
precursori marcati, de exemplu cu timidina tritiata, este plasat pe coloana care
contine legat DNA nemarcat. Viteza cu care radioactivitatea este rc{inuta pe
coloana este egala cu viteza de anelare intre catenele complementare.
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Masuratorl de acest tip au stabilit cda DNA celulelor eucariotice contin
secvente nucleotidice care se repeta de un numar de ori. Principul acestei
determinari este simplu. Pentru un DNA de o marime data, viteza anelari
depinde de frecventa cu care doua secvente complementare sufera coliziunea.
Deci, cu cat numarul de secvente repetitive dintr-un DNA dat este mai mare,
cu atat creste sansa unel coliziuni si deci a procesului de anelare. Pe baza
gradului in care anelarea are loc in unitatea de timp se calculeaza numarul de
secvente repetitive din DNA.

Determinarea cantitatii maxime de DNA ce poate fi hibridizata a fost
utilizata in stabilirea omologiei DNA din diferite specii. Acest fapt este posibil
deoarece secventele de baze ale DNA din flecare organism sunt unice . Deci
secventele helicoidale anelate prezinta omologii structurale chiar daca catenele
DNA individuale provin din celule diferite. Omologiile observate servesc la
stabilirea unor corelatii evolutionare.

Studiile de hibridizare intre DNA si RNA au furnizat informatii despre rolul
biologic al DNA, in particular despre mecanismul transcriptiei.

De asemenea, studiile de hibridizare au permis stabilirea mapei fizice a
genelor. Aceasta tehnica depinde de vizualizarea directd la microscopul
electronic a buclelor monocatenare din structuri de DNA dublu helicoidal,
formate artificial, numite heteroduplexuri. Acestea sunt constituite prin
hibricizarea a doua catene DNA complementare. Una dintre aceste catene are o
gena lipsa in urma unei mutatii cunoscute. Catena complementard se va
potrivi perfect pe lungimea primeia cu exceptia regiunii unde lipseste gena, la
nivelul careia se formeaza o bucla vizibila. Pozitia buclei permite localizarea si
determinarea genei care lipsesgte.

¢ Marimea DNA

DNA variaza ca dimensiuni de la cateva mii de perechi de baze - in cazul
DNA virusurilor mici, la cateva milioane - la DNA cromozomial bacterian si la
bilioane - la DNA cromozomial de la animale. Marimea DNA poate fi exprimata
prin numérul de perechi de baze, lungimea conturului catenei, greutatea sau
masa moleculara. Aceste moduri de exprimare sunt interconvertibile, un DNA
cu o masa de 1 milion D are aproximativ 1500 perechi de baze si o lungime de
0,5mm. Deoarece DNA este o macromoleculd, greutatea DNA poate fi
transformatd in masa moleculara prin impartirea cu greutatea moleculara
medie a unel perechi de baze.

Tabelul 5 aratd cd intr-o celulda cantitatea de DNA creste cu
complexitatea functiei celulare.

Moleculele DNA din multe bacterii gi virusuri au fost vizualizate direct prin
microscopie electronica, toate speciile studiate avand o lungime si o asimetrie
remarcabile. DNA virusului polioma sau SV40 are 5,1 kilobaze si o lungime de
1.7 pm.

Cromozomul E.coli are un diametru de 204, fiind constituit dintr-o
singura molecula de DNA de 2,6x10° KD, cu o lungime de 1,4 mm (14x106A).
El are o forma asimetricé cand este izolat din celula.

Cel mai mare cromozom de la Drosophila melanogaster contine o
singura molecula de DNA, de 6, 2x10’ perechi de baze, ce are o lungime de
2,1cm. Are. de asemenea, o forma asimetrica care-1 face susceptibil scindarii
datorita fortelor de forfecare la care este supus.
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Tabelul 5. Cantitatea de DNA din diferite celule

tip de celula Organism pg DNA/ celula
fag T4 2,4 x10™
bacterie E.coli 4,4 x10°
fungi N.crassa 1,7 x102
eritrocite pasare pul 2,5
leucocite mamifer om 3.4

DNA dintr-o singura celuld umana are cativa metri lungime, sugerand
inalta impachetare si caracterul compact al moleculei pentru a se potrivi
dimensiunilor mici ale celulel. .

Cu toate acestea, celulele plamanului pestilor contin o cantitate de DNA
de 40 ori mai mare decat cea din celulele omului, dar in primul caz DNA are
multe secvente repetitive.

Datorita lungimii extraordinar de mari in raport cu gradul lor inalt de
compactare , moleculele de DNA sunt extrem de sensibile la fortele de forfecare
ce apar in timpul manipularilor de laborator. Chiar o pipetare facuta cu grija
poate scinda o molecula de DNA. In plus, in timpul procesului de izolare este
dificil de a preveni ruperea legaturilor fosfodlesterice sub actfunea
endonucleazelor contaminante. Din aceste motive, marimea precisa a DNA, in
special de la organismele superioare este extrem de dificil de determinat exact.

Metodele clasice pentru determinarea masel moleculare a proteinelor nu
sunt utilizabile in studiul acizilor nucleici. Centrifugarea la echilibru intr-un
gradient de densitate (CsCl), microscopia electronica si electroforeza in gel de
agaroza sunt metode care dau numal informatii asupra masei moleculare a
DNA. Microscopia electronica permite masurarea lungimii catenelor DNA, din
care pot fl calculate masele moleculare. Determinarea masei moleculare prin
electroforeza se bazeaza pe capacitatea de cernere moleculara a gelurilor de
agaroza. Intr-un domeniu limitat al maselor moleculare mobilitatea DNA este
direct proportionala cu logaritmul masei moleculare.

Pentru a determina masa moleculard a DNA prin echilibru de centrifugare,
un volum mic dintr-o solutie de DNA este plasat la suprafata unui gradient
dintr-un tub de centrifugare. La centrifugare, moleculele DNA sedimenteaza la
echilibru prin gradient. In aceste conditii, un DNA cu masa moleculara
omogena va forma o banda gaussiand centratd in gradient intr-o pozitie ce
corespunde densitatil macromoleculei. Moleculele cu diferite densitati vor fi
separate intr-o serie de benzi . S-a demonstrat o relatie intre latimea benzii si
masa moleculara, ce permite determinarea masei moleculare.

O metoda biochimica pentru determinarea masei moleculare este bazata
pe marcarea extremitatilor unei macromolecule. DNA este tratat cu fosfataza
alcalina, enzima care hidrolizeaza legaturile fosfat-esterice de la extremitatea 5'
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a DNA dublu catenar. Aceste extremitati sunt apol esterificate cu ATP- p*
in prezenta polinucleotid kinazei care transfera P* la capatul 5. DNA marcat
este apoi separat prin centrifugare zonala (gradient de densitate in zaharoza) si
agxzalizat din punctul de vedere al absorbantei la 260 nm si al continutului in
P

fosfataza polinucleotid

3HO__ P5 alcalina 3'HO—___ OHS’ kinaza 3HO___ %p5
— ———

5P —— OH 3 5HO—— ON3' . a2p (nrp)  5"P—— HOZ

Masa moleculara este calculatd din raportul dintre cantitatea de P*? sl
absorbanta, ambele masurate in maximele benzilor care coincid. Acuratetea
acestel metode depinde de omogenitatea preparatului de DNA folosit.

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

Electroforeza este recomandabila pentru masele moleculare cuprinse intre
1,5x10° s 1,5x10". Acest domeniu este crescut pana la 2x10° in cazul utilizarit
microscopiei electronice. Metoda cu cele mai multe aplicatii este centrifugarea
la echilibru a carui domeniu de utilizare este 2x10°+10", dar in acest caz fortele
de forfecare sunt mari.

Pentru DNA cu mase moleculare foarte mari (>10'9) se recomanda
utilizarea metodei de retardare vascoelastica. Aceastd metoda este bazata pe
intinderea moleculelor lungi de DNA prin forte hidrodinamice. Odata aceste
forte anulate, moleculele de DNA se pot relaxa inapoi la configuratia lor
normala. Timpul de relaxare este dependent de masa moleculara a moleculelor
de DNA si poate fi folosit pentru determinarea acesteia.

¢ Forma moleculelor de DNA

Duplexul circular.

Din studiile de microscopie electronica s-a putut constata ca majoritatea
moleculelor de DNA, de la procariote, existd in forma circulara. Faptul ca
E.coli are un cromozom circular a fost de fapt anticipat in urma studiilor
genetice care au relevat ca harta legarii genelor acestei bacterii este circulara.
In vivo, moleculele DNA au o forma deosebit de compacti. De notat ca
lungimea cromozomului E.coli este de aproximativ 1000 ori mai mare decit
diametrul cel mai mare al bacteriei.

Ulterior s-a demonstrat ca multe molecule de DNA (din mitocondrii,
cloroplaste, plasmide bacteriene, virusuri ale mamiferelor) au forma de cercuri
inchise.

In principiu, structura circulara poate fi consideratia a rezulta prin
formarea unei legaturi fosfodiesterice intre capetele 3' si 5' ale unor
polinucleotide lineare.
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Figura 14. /
Circularizarea /

unui duplex linear .
DNA ligaza
duplex circular duplex circular
deschis inchis

Dublu helix linear,

Moleculele DNA din unii bacteriofagi existd in forma dublu-catenara
lineara, care au tendinta de a se circulariza cand intra in celula gazda. Forma
lineara a DNA bacteriofagului A a E.coli, de exemplu, are la capetele 5' secvente
de 20 nucleotide monocatenare sl complementare care permit transformarea
structurii de cerc deschis intr-o forma de cerc inchis (Figura 14).

Deci unele virusuri, de tipul bacteriofagului A, prezinta forme lineare si
circulare, interconvertibile. Forma lineara este prezena in particula virala, in
timp ce forma circulara exista nurnai in celula gazda.

In plus, in unele molecule de DNA (de la bacteriofagl) exista regluni
interne mono-catenare, care rezultd prin hidroliza unor legaturl fosfodiesterice
sau sunt datorate lipsel unui rest de deoxiriboza. De exemplu, DNA colifagului
T5 consta din doua catene: una inactd si o alta cu patru fragmente
complementare ordonate perfect de-a lungul primeia. O situatie similara s-a
observat in structura DNA de la fagul B3 al Pseudomonas aeruginosa.
Structura totala a dublu helixului este mentinuta perfect de catena intacta.

DNA mono-catenar.

La unif bacteriofagi foarte mict (¢ x 174 si G4) DNA poate avea o forina
monocatenara. S-a demonstrat ca aceste virusuri au DNA monocatenar numai
intr-o parte a ciclului vietii. SINSHEIMER a descoperit ca DNA din ¢x174, un
virus mic ce Infecteaza E.coll. este monocatenar. S-au realizat cercetari pe
acest DNA sl s-au tras urmatoarele concluzii:

1) Nu se respecta raportul CHARGAFF : [A]=[T] si [G]=[C].

2) Solutiile de DNA sunt mal putin vascoase decat solutia de aceasi
concentratie a DNA din E.coli. Proprietatile hidrodinamice ale DNA
$x174 sunt similare cu cele ale unui polimer pliat la intamplare. In
contrast, DNA dublu helicoidal se comporta hidrodinamic ca o
"bagheta" rigida. Y
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3) Gruparile amino ale bazelor DNA ¢x174 reactioneaza usor cu
CH,0. in timp ce bazele DNA dublu helicoidal sunt inaccesibile
reactiei.

Caracteristicile acestui DNA monocatenar au creat dubii privind
universalitatea schemei replicarii semiconservative, propuse de WATSON si
CRICK . Cu toate acestea, s-a demonstrat ca DNA ¢x174 are o structura
monecatenara numai o perioada din ciclul celular al virusului. SINSHEIMER a
demonstrat ca celulele E.coli infectate contin forma dublu catenara a DNA
¢x174. Acest DNA dublu catenar a fost numit forma replicativa.

¢ Topologia DNA - Superhelixuri

Cunoasterea conformatiei DNA a devenit posibila prin aplicarea
conceptelor topologiei, o ramurd a matematicii care se ocupa cu proprietatile
structurale ale unui. compus supus diferitelor deformari. In general, DNA
dublu-catenar circular posedd niste caracteristici topologice, deoarece
structura circulara contine mai putine ture de helix/unitatea de lungime a
polinucleotidului decat duplexul linear .

Structura favorabila termodinamic a dublu-helixului contine intr-o tura de
helix 10 perechi de baze. Orice deviatie de la acest aranjament are ca rezultat
formarea unei structuri tensionate.

Unele specii moleculare de DNA circular sunt pliate intr-un mod
particular, proces numit superidncolécire (supercoiling, supertwisting) sau
superhelicitate care constd in rasucirea in spatiu a unul duplex DNA.
Termenul de super este utilizat pentru a indica faptul ca rasucirea helicala se
suprapune rotirii celor doua catene ale DNA, una in jurul celeilalte. Cand
aceasta superancolacire ‘a fost descoperita, ea a fost consideratad fle o
caracteristica proprie moleculelor circulare mici (cromozomii virali, plasmidele
bacteriene, DNA mitocondrial), fie un artefact experimental.

De fapt, o structura tensionata poate fi obtinuta prin disocierea puntilor
de hidrogen si prin deschiderea duplexului DNA intr-o micd regiune din
structura lui macromoleculara si formarea unei bucle ( loop) monocatenare. De
asemenea, duplexul poate suferi o suprapliere care poate conduce la un exces
de ture de helix pe unitatea de lungime, conducand la conformatii
superancolacite (supercoil) ( Figura 15) .

Figura 15.

Doua reprezentari de structuri
| BLERENY ADNA
tenisionate
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Superancolacirea poate fi de doua tipurl (Figura 16).

Tipul supercoil " toroidal” apare prin rdasucirea duplexului in jurul unui
cilindru finaginar, in conditiile fixarii sau sudaril capetelor lul. Tipul de
structura supercoil interrasucitda ‘“interwound" rezultd prin rasucirea
duplexului in directii opuse.

Figura 16

Tipurl de structuri
supercoil:

(a) toroidal - si

(b) interrasucit

Moleculele de DNA
superancolacite se
deosebesc de cele
relaxate fiind mai
compacte avand astfel
capacitatea de a migra mai rapid la centrifugare sau electroforeza.

Superancolacirea este importanta biologic din doua motive :

1) o molecula superancolacitd de DNA are o forma mai compacta
decat una relaxata, superancolacirea fiind ecritica pentru
impachetarea DNA in celula;

2) superancolacirea afecteaza capacitatea duplexului de a se deplia
sl interactiile cu alte molecule.

Desi DNA cu forma de cerc inchis este un candidat ideal -pentru aparitia
unei structuri superhelicale, orice segment de DNA dublu-catenar ce este
imobilizat intr-un fel la ambele capete poate suferl o superpliere. Decl aparitia
unei structuri superhelicale este o proprietate caracteristicA nu numai a DNA
circular, ci a oricarei molecule de DNA ancorate.

DNA celulelor animale, in mod normal se asociaza cu proteinele nucleare.
Chiar in absenta unel structuri circulare, DNA din celulele animalelor pot
adopta o forma suprahelicala datorita asocierii lui cu proteine nucleare ce
crecaza numeroase domenil topologice Inchise. In plus, majoritatea fagilor
bacterieni, virusurilor animale, plasmidele bacteriene i organitele celulare
contin DNA superhelicoidal.

Conformatia unui DNA poate fi definita prin tref parametri topologici:

1) L- numadarul de legare (linking number) reprezinta numarul de
cate ori o catena a unei molecule de DNA se roteste in jurul celeilalte
spre dreapta. Acest numir este ugor de calculat cand duplexul
moleculei este considerat coplanar. Valoarea lul L este invariabila,
indiferent daca molecula circulara este rasucita sau distorsionata cat
timp legaturile covalente din catenele polinucleotidice raman intacte.
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2) T- este numarul de rotatii (twist) complete ale unei catene
polinucleotidice In jurul axei duplexului. Prin conventie T este
pozitiv pentru turele unui duplex orientate spre dreapta, cum este
cazul B-DNA in solutie. T este egal cu numarul de perechi de baze
impartit la 10,5 (numarul exact de perechi de baze per tura de duplex
B in conditii fiziologice).

3) W- (writhing number) este o misurd a superhelicitatii si
reprezintd numarul de ture pe care axa duplexului il face in
cadrul conformatiei, deci numérul de structuri superancolicite.

T s1 W pot sa nu fle numere intregi, in timp ce L este un numar intreg.

Acesti parametri sunt legati prin relatia : L=T+W.

1 s 10 15 20 25
A = .

/
16
B L=25,T=25,W=0

cerc relaxat

@Qmmmmﬂmmmmm&o@

. DNA linear despiralizat cu doua ture

la dreapta

@@Q ‘

15 L=23,T=26,W= -2

La 28 T2, W0 superhelix negativ

cerc despiralizat

¢ e

Figura 17. Definirea parametrilor topologici ai unef molecule de DNA
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Notiunea de superhelicitate este dificil de explicat fard examinarea unui
model fizic. Sa consideram un duplex de 260 perechi de baze ( pb) in forma B-
DNA (Figura 17 A). Numarul de ture helicale in acest DNA linear este 25
(260/10.4). In general, T are o valoare aproape egala cu numarul de perechi de
baze Impartit la 10.4. Prin unirea capetelor acestui helix rezultd un DNA
circular relaxat ( Figura 17 B). avand parametrii topologici : L=25, T=25 si
Ww=0.

O structura lineara total diferitd poate fl obtinutd prin despiralizarea
duplexului linear cu doua ture (Figura 17 C). Prin unirea capetelor structurii C
rezultda un DNA circular care se poate plia intr-o conformatie continand 23 ture
de helix B si o bucla despiralizata (L=23. T=23, W=0) (Figura 17 D). Alternativ,
el poate adopta si o conformatie de superhelix negativ cu 23 ture de helix B si
doua ture de superhelix (L=23, T=25 si W=-2) (Figura 17 E). De fapt, aceasta
forma superancolacita este energetic favorizata avand o bucla despiralizata. '

DNA despiralizat (D) sau cu structura superancolacita (E) au acelasi L dar
difera prin numarul de ture din helix T si prin numarul de ture deé superhelix
W. Aceste forme pot fl intertransformate fara scindarea catenei DNA deoarece
au acelasi L =23.

In Figura 18 prezentam o diagrama a unor molecule de DNA care difera
prin structurile lor superhelicate.

| 7
@@@@Q e e

DNA supercoil negativ DNA relaxat DNA supercoil pozitiv
(W =-3) W=0) (W= +3)

Figura 18. Structuri topologice inchise de DNA cu diferiti
parametri W

Din examinarea acestor tipuri de modele pot fi desprinse doua concluzit:

1) pentru un DNA relaxat numarul de legare L trebuie si fle egal cu
numarul de ture helicale (T);

2) DNA cu un L specific poate adopta diferite aranjamente in spatiu,
toate conformatiile cu acelasi L fiind interconvertibile, fara scindarea
unor legaturi covalente.

Un DNA real, superhelical, trebuie si prezinte un echilibru intre aceste
forme si multe alte aranjamente intermediare din spatiu care au acelasi L.
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Moleculele diferind numal prin L sunt izomeri topologici sau topoizomeri.
Topoizomerii DNA pot fl intertransformatl prin scindarea uneia sau ambelor
catene DNA.

Deci. variatiile in valoarea L a DNA conduc la modificari in gradul de
superhelicitate (W), mai degraba decat in numarul de ture Watson-Crick (T).
Topoizomerii diferind prin-valorile L si deci prin W chiar cu 1 pot fi usor
separati prin electroforeza in gel de agaroza.

Gradul de superhelicitate a DNA poate fl exprimat prin diferenta de
legare specificd (). care ¢ste independenta de lungimea moleculet:

i (£ - Lo
Lo
relaxati. Pentru DNA superancolacit (E) L=23, L,=25 si A=-0,08. Aceasta
cantitate este numita, de asemenea, densitatea superhelixului, deoarece in
cazul majoritatii moleculelor naturale de DNA A ia valor intre -0,03 si -0,09.
Semnul negativ semnifica faptul ca superhelixurile DNA din natura sunt pliate
spre stanga.

unde'Lo este valoarea L pentru molecula DNA circulara

Superplierea negativa pregateste DNA pentru separarea catenelor in
replicare, recombinare gi tramscriptie. Superplierea pozitiva confera DNA un
caracter compact la fel de eficient ca cea negativa, dar separarea catenelor este
mai dificila.

Topoizomeraza I

Intertransformarea topoizomerilor DNA este catalizatd de enzimele numite
topoizomeraze, descoperite de WANG si GELLERT. Aceste enzime modifica
valoarea L a DNA prin cataliza unui proces care are loc In trei etape :

1) scindarea unei catene din duplexul DNA;

2) trecerea unui segment de DNA prin aceasta crestatura;

3) sudarea crestaturii.

Figura 19. Topoizomerazele catalizeaza modificari in valoarea L a DNA.
DNA giraza scindeaza ambele catene ale DNA si trece un segment de DNA
dublu-catenar prin aceasta crestatura. Unele catene sunt apoi resudate.

Tipul I de topoizomeraze scindeaza numai o catena din duplexul DNA in
tmp ce tipul II cliveaza ambele catene. Topoizomeraza I din E.coli catalizeaza
relaxarea DNA superancoldcit negativ. La iInceput s-a considerat ca
topoizomeraza I actioneaza intai ca o nucleaza si apoi ca o ligaza. Astazi se
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considera ca o extremitate a catenei scindate ramane activata prin legarea
covalentd la enzima. De fapt, un complex covalent enzima-DNA a fost izolat
dintr-un amestec de topoizomeraza I denaturatd cu dodecilsulfat de sodiu
(SDS) in care extremitatea 5'-fosfat a unef catene DNA este legata la o grupare
hidroxil a unui rest de tirozina din structura acestei enzime de 100 KD.

Topoizomeraza
|
Figura 20. Intermediarul . CH,
covalent enzima-substrat in
actiunea topoizomerazelor. Capatul
5-P al catenei scindate este legat
covalent la gruparea hidroxil a unui C|> .
rest de tirozina din enzima. =pl»—-QCH, o. Baza
-0
Gruparea 3'-OH de la celdlalt o
capat al catenef scindate ataca acest !
intermediar activat pentru sudarea catena DNA
structuril circulare. Trebuie

subliniat ca legaturile chimice din

substratul si produsul acestei reactii

sunt identice, unicul rol al topoizomerazel I flind acela de a realiza o scindare
tranzitorie ce permite trecerea unui segment al DNA . L creste cu +1 la flecare
ciclu catalitic.

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

Formarea structurii superhelicate la E.coli este catalizatd de DNA giraza,
o topoizomeraza formatad din doua catene A de 105 KD si doua catene B de 95
KD, enzima care transforma energia libera a ATP in energie torsionala de
superpliere . Reactia incepe cu despiralizarea a circa 200 pb din DNA, care pur
si simplu inveleste enzima. Legarea ATP induce apoi scindarea ambelor catene
ale DNA.

Capatul 5'-fosfat al flecdrel catene scindate este legat la un rest tirozina
specific de pe o subunitate A a enzimel. Ancorarea celor doua extremitati ale
DNA scindat este esentiala pentru prevenirea liberei lor rotatii, care ar conduce
rapid la pierderea structurii superancolacite.

¢ Forme topologice de DNA

O trasatura marcantd a helixului DNA-B este prezenta a doua tipurt de
fose ( Figura 21) , numite: fosa majora (12 A latime) ¢i fosa minora (6 A
latime). ’
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Figura 21.
Reprezentarea schematica a DNA-B

De notat ca fosa majord joacd un
rol dfstinct , permitand Interactil cu
protelne ce recunosc speciflec anunite
secvente de DNA. Modelul propus de
WATSON gi CRICK, cunoscut ca B-DNA
a fost bazat pe schifele de difractle a
razelor X pe fibre de DNA, care furnizeaza
informatli generale asupra duplexulul st
asupra comportamentului mediu al
constituentilor. Mult maf multe informati
pot fl obtinute prin anallza cu raze X a
cristalelor de DNA. Cu toate acestea astfel
de studil se preteaza la studiul
oligonucleotidelor sintetice. Astfel de
analize au relevat o mare variabilitate si
diversitate structurala.

DICKERSON a realizat o astfel de
analiza pe - un dodecamer
(dCGCGAATTCGCQG), constatand o
structura generala asemanatoare cu
modelul WATSON CRICK, cu micl
deviatii locale . Modelul WATSON CRICK
are 10 resturl de nucleotide per tura
completa de helix s prezinta un rest rotit
fatd de urmatorul din catena cu 36°. In
dodecamerul lui DICKERSON, unghiurile
de rotatle varfazd de la 28° la 42°,
aparand si o rotatie opusa a unel baze
dintr-o pereche fata de axa lor.

Ny .’ 4
D U WA o X IS
7 ¢S 9, c‘—‘a‘ﬁﬂ-a&,‘?
DAY
iy O£

A
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Aceasta trasatura structurald numita rotire propulsata (propeller twisting)
mareste capacitatea de stivuire a bazelor din flecare catena polinucleotidica.
te surse de variabilitate sunt rasucirea bazei {base roll) st inclinarea unor
perechi de baze fatd de alte perechi vecine. Aceste variatii locale din dublu helix
depind de secventa in baze. a acestula.

O altd trasdturd a helixulul B-DNA este aceea c& poate adopta o
structura “supercoiied” fara o medificare esentiaia in structura locala. Aceasta
usoara deformare este importantd biologic deoarece permite formarea DNA
circular si interacia ( acoperirea ) Iud cu proteine. Deformabilitatea DNA il
permite concentrarea intr-un volum mult mai mic. deci adoptarea unei
structuri compacte.

Studiile de difractie cu raze X pe fibre de DNA deshidratate au pus in
evidenia alt tip de DNA, denumit A-DNA, ce apare cand umliditatea relativa este
redusa sub aproximativ 75 %. Helixul A, asemenea celui B este dublu catenar,
format din doua catene antiparalele pliate spre dreapta. Helixul A este mal lat
sl mai scurt decat helixul B si perechile luf de baze sunt mai inclinate in
raport cu axa helixului. Multe din diferentele structurale dintre cele doua tipuri
de helixuri apar datorita plierii diferite a unitatilor de deoxiriboza. Nucleele
furanozice pot fl impachetate astfel cad patru atomi sunt aproape coplanari iar
al cincilea este la aproximativ 0,5 A distanta de acest plan. Structura formata
cand C-2' este In afara planului este numita C-2' endo, {ar cea formata cand
C-3' este coplanara - C-3' endo.

Figura 22. Orientarea
legaturilor fosfodiesterice si a
legaturii gliucozidice: C-2’
endo din DNA-B si C-3' endo
din A-DNA.  ~ e
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Figura 23. Reprezentarea schematica a DNA-A (a) s DNA-Z (b)
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A-DNA are unitati glucidice C-3' endo, in timp ce B-DNA are C-2' endo.
Aceasta diferenta structurala mica in unitatile pentozice are consecinte
importante. Conformatia C-3' endo conduce la o pliere la 19° a perechilor de
baze fata de helixul normal, ar fosa minord aproape dispare. Gruparile fosfat
din A-helix leagd mai pttine molecule de H,O decat in B-DNA. Deci
deshidratarea favorizeaza forma A (Figura 23 a)

A-helixul nu trebuie considerat o forma deshidratatd a DNA. Reglunile
dublu catenare ale RNA ( cu structurl “hairpins”) si hibrizii RNA-DNA adopta
configuratii apropiate A-DNA. Gruparea 2'-OH a ribozel din RNA previne
formarea unui helix tip WATSON CRICK datoritda impiedicarilor sterice.
Aceasta grupare HO-2' nu se potriveste in B-helix, flind prea apropiata de cei
tret atomi ai gruparif fosfat vecine si unul al bazel urmatoare. In A-DNA, iIn
contrast, gruparea HO-2' este in afara acestel structuri.

Un al treilea tip de helix al DNA a fost descoperit de WANG gi RICH cand
au studiat structura cristalind a hexamerului sintetic d(CGCGCG). Ei au
observat ca acest hexanucleotid formeaza un duplex de catene antiparalele
stabilizat prin punti de hidrogen conform perechilor de baze WATSON CRICK,
dar rasucite spre stanga, in care scheletul legaturilor fosfodiesterice formeaza
un zig-zag in jurul helixului, de unde a primit st numele de Z-DNA. In acest caz
unitatea repetitiva este un dinucleotid d{ XpYp) si nu un mononucleotid, in
care X este uzual un rest de pirimiding, iar Y - un rest de purina. A treia
diferenta este ca Z-DNA contine o singura fosa helicala ( Figura 23 b).

Difracta razelor X si studille RMN pe flbre de polinucleotide
complementare de purine si pirimnidine alternante, au evidentiat ca acestea
adopta conformatia Z la concentratii saline mari, care reduc interactiile de
repulsie electrostatica intre gruparile fosfat apartinand catenelor opuse.

Structura Z-DNA apare in secvente alternante de purine si pirimidine,
cand legaturile glicozidice alterneaza intre anti si syn. Baza azotata sl pentoza
sunt distantate cand sunt anti si apropiate cand sunt syn.

Un nucleotid pirimidinic formeaza

obisnuit o legiturd glicozidica anti, in 5

timp ce un nucleotid purinic o poate = N7 N\

forma In pozitia anti sau syn. Toate J\ | >—“ syn Adenozina
legaturile glicozidice in A- si B-DNA BN TN

sunt anti. In Z-DNA, pirimidina este
anti si purina este syn.

O secventa Z-DNA poate apare in
interiorul B-DNA. Transformarea unei
secvente alternative pirimidina-purina
de la B la Z-DNA este insotita de
deplasarea perechilor de baze cu 180° N7

P p i _</

N ; .
sl rotirea resturilor pentozei bazelor i i, Ademmzing
H

purinice{ Figura 24) . Cu toate acestea i \N
formarea Z-DNA este termodinamic HOCHy &4 X
nefavorabila. Repulsiile electrostatice H H

intre gruparile fosfat sunt imai H H
puternice in forma Z (sunt la 8 A GH OH

distanta) decat in B-DNA (sunt la 12 A distanta). Tranzitia spre fornia Z este
favorizata de metilarea clitozinei la C-5, o modificare ce apare Ja eucarlote. O
grupare metil la acest situs din Z-DNA umple o mica fosd si promoveazi
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interactil hidrofobe, flind mai putin expusa solventului in Z-DNA decat in B-
DNA.

Procesul de superpliere (“supercoiling”) negativa , ce apare frecvent in
moleculele de DNA in mod natural de asemenea promoveaza tranzifia B - Z.
Intr-adevar, anticorpi specifici pentru Z-DNA coloreaza regiuni discrete din
cromozomii eucarjotelor. De asemenea, DNA eucariotelor contin multe secvente
repetitive pirimidine-purine ( de tip CACACA ) ce pot forma Z-DNA.

( dne g | ( R WA
— [l BONA R ;
W— A, 1 pl? |

BDNA < QFQ_ Z A
le—E | ™) g1

5 - 3 5 3

s

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

Majoritatea DNA dintr-un genom bacterian sau eucariotic exista in forma
clasica WATSON CRICK . Cu toate acestea descoperirea Z-DNA subliniaza
caracterul flexibil, dinamic al moleculei DNA.

In legatura cu rolul fiziologic al DNA-Z RICH propune ca transformarea
DNA-B In DNA-Z poate surveni in anumite segmente ale cromozomului si
actionand ca un comutator in reglarea expresiei genetice.

In Tabelul 6 prezentam comparativ caracteristicile celor trei tipuri de DNA
forma, diametrul si sensul helixului , configuratiile celor doua fose, precum si o
serle de pararametri cristalografici.
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Tabelul 6 - Compararea A-,B- $1 Z-DNA

Tipul de helix
A B z
Forma cea mai lata intermediara mali alungita “
Cresterea / 2,3A 3,4 A . 8.8A
pereche de baze
Diametrul 25,5 A 23,7A 18.4A
helixului i
Sensul rotirii dreapta dreapta stanga
Legatura anti anti ant-C,T syn-G
glicozidica
Perechi de 11 10,4 12
baze/tura helix f
Pitch per tura de 24,6 A 33,2 A 45,6A
helix
Inclinarea 19° 1° 9°
perechilor de
baze fata de axa
normala a
helixului
Fosa majora adanca si larga plata ingusta si adanca
Fosa minora foarte larga ingusta si adanca | foarte ingﬁsté sl
adanca "

¢ Materialul genetic in RNA virusuri

Genele tuturor organismelor procariote gi eucariote sunt formate din DNA.
In virusuri, materialul genetic poate fi constituit si din RNA, un polimer
neramificat constand din ribonucleotide legate prin legaturi 3.5
fosfodiesterice. Moleculele de R