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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.

21

il

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



¢ 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 RNA pot fi monocatenare sau dicatenare. RNA nu
poate forma un duplex tip B-DNA datoritd impiedicarilor sterice produse de
gruparile 2'-HO ale resturilor de riboza. Cu toate acestea, RNA peoate adopta o
forma dublu-helicoidala modificata in care perechile de baze sunt inclinate la
aproximativ 20° fata de pozitia perpendiculara la axa helixului, o structura tip
A-DNA.

Virusul mozaicului tutunului, care infecteaza frunzele plantei de tutun
este unul dintre cel mai bine studiate RNA-virusuri. El consta dintr-o singura
catena de RNA ( 6390 nucleotide) inconjurata de o proteina formata din 2130
subunitati identice. Prin tratarea virsului cu fenol este posibila separarea
proteinei de RNA. In timp ce proteina virald nu este infectioasa, RNA viral are
aceasta proprietate biologica. -
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Virusul mozaicului tutunului se replici in celula plantei infectate,
sintetizand initial catena ( - ) RNA care este complementara catenel (+) din
particula virala. Catena ( - ) RNA apol serveste ca tipar pentru sinteza unui
m:ire numar de catene RNA ( + ), ce sunt incorporate in noi particule virale ce
parasesc celula plantel. Aceste sinteze sunt catalizate de RNA polimeraze RNA

dependente.

Un numér de RNA virusuri produc tumori maligne dupa ce patrund in
animalele gazda susceptibile. Virusul sarcomului ROUS este un RNA virus
tumoral, ce contin un RNA monocatenar. O trasatura Importanta a acestor
vimsurl tumorale este ca ele se replica prin intermediari DNA.

RNA din particula virald, indicat prin catena ( + ) , intrd in celula gazda
fiind tiparul sintezel unel catene complementare ( - ) de DNA cu ajutorul
enzimel transcriptaza inversd, ce este o DNA __polimeraza RNA-
dependenta. In acest caz, informatia este cititd de pe RNA pe DNA. . Catena ( - )
DNA apol serveste ca tipar pentru sinteza ( + ) DNA. Rezultd un DNA dublu
catenar care este incorporat in DNA cromozomial al celulei gazda, urmand a fi
replicat impreund cu DNA celular normal in cursul diviziunii celulare.
Genomul viral integrat este apol exprimat ca ( + ) RNA viral si proteine virale,
care se asambleaza in noi particule virale. Aceste virusurl se mal numesc
retrovirusuri, deoarece informatia genetica trece de la RNA la DNA.

L4

transcriptaza inversa transcriptaza inversa g
2
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4. STRUCTURA RNA

RNA este o macromolecula lunga, neramificatd, constand din
ribonucleotide legate prin legaturi 3',5'-fosfodiesterice. Dupa cum deja s-a
mentionat, bazele azotate din structura RNA sunt: adenina, guanina, citozina
si uracilul, iar din structura pentozei este riboza.

Numarul de nucleotide din RNA variaza de la 75 la cateva mii. Cu exceptia
unor virusuri, moleculele de RNA sunt uzual monocatenare. In consecinta, o
moleculda de RNA nu trebuie si aiba un raport echimolecular intre baze
complementare. Moleculele de RNA contin regiuni cu structura dublu-catenara
care conduc la formarea unor structurl bucla “hairpin” , in care exista perechi
de baze: A-U si G-C. Imperechierea bazelor in RNA este frecvent imperfecta, G
putand forma perechi de baze cu U, dar mal putin stabile decat cu C. Proportia
de regiuni helicale in diferite tipuri de RNA variaza mult, flind de circa 50 %.

Celulele contin diferite tipuri de RNA. RNA mesager (mRNA) este tiparul
pentru sinteza proteinelor. O molecula de mRNA este produsa de o gena sau de
un grup de gene, in consecintd mRNA este clasa cea mal heterogena de RNA..
in E.coli, lungimea medie a unel molecule de mRNA este de circa 1,2 kb.

Tabelul 7 .Tipurl de RNA in E.coli

Tip Cantitatea Coeflcient de Masa Numar de
relativa (%) sedimentare (KD) nucleotide
rRNA 80 23 1.2x10° 3700
16 0.55x10° 1700
5 36 -120
tRNA 15 4 25 75
mRNA 5 heterogen Ai

RNA de transfer (tRNA) transporta aminoacizii intr-o forma activata spre
ribozom pentru formarea legaturif peptidice, intr-o secventd comandata de
tiparul mRNA. Exista cel puiin un tip de tRNA pentru flecare din cetf 20 de
aminoacizi. tRNA consta din circa 75 nucleotide si are o masa moleculara de
circa 25 KD.

RNA ribozomal (rRNA) este componenta majora a ribozomilor, dar rolul
lor precis in sinteza proteica nu este cunoscut. Descoperirea rolului catalitic al
RNA complica sl mal mult presupunerea unor functii concrete. In E.coll exista
trel tipuri de rRNA: 23 S, 16 S si 5 S, definite pe baza constantelor lor de
sedimentare. Cate o molecula din fiecare din aceste specii este prezenta in
ribozom.

Celulele eucariote contin in plus micl molecule de RNA. Smal! nuclear
RNA (sn RNA) sunt molecule care participa la scindarea-sudarea (splicing)
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exonilor RNA. O moleculd micd de RNA din citosol joaca rolul in marcarea
(targeting) proteinelor nou sintetizate.

¢ MURNA

Conceptul de mRNA a fost formulat in 1961 de JACCB si MONOD.
Deoarece proteinele sunt sintetizate in citoplasma ., este evidentad necesitatea
prezentel unui intermediar chimic care sa poarte mesajul specificat de gene.
Cel dof mari biochimisti au propus urmatoarele caracteristici pentru molecula
acestul mesager :

1) sia alba o viata scurtd;
2) sa fle un polinucleotid ;

3) sa fle heterogen ca dimensiuni deoarece si genele varlazd ca
lungime:
4) sa fle asociat cu ribozomii, sediul sintezel proteice ;

Se presupunem cazul general al bacterfel E.coli infectatd de un
bacteriofag. Dupa infectare, celula sintetizeazd majoritar proteinele fagului,
neobservandu-se o crestere concomitenta si a sintezel RNA total. Numal o mica
fractle de RNA. cu viatad scurta si cu compozitie in nucleotide similara cu cea a
DNA fagal, apare intr-o concentratie mai mare. Oamenii de stilnta au fost pusi
in situatia a discerne intre doua posibilitati :

1) DNA fagului specificd un nou set de ribozomi, tipici fagului, care
permite sinteza prioritara a proteinelor fagale.

2) ribozomii sunt structuri nespeclalizate ce primesc informatia
genetica de la gene sub forma unui mRNA instabil.

Ipoteza existentel unui RNA mesager cu viatd scurtd a fost testatd de
BRENNER, JACOB gi MESELSON pe E.coli infectatd cu bacteriofagul T 2.
Aceste experiente au stabilit daca nol ribozomi sunt sintetizati dupa infectie
sau daca nol RNA se leaga la ribozomii preexistenti. Bacteriile care au fost
crescute intr-un mediu care contine izotopii grei : “N si ¥C, infectate cu fag,
au fost transferate imediat pe un mediu cu izotopii usori: **N i '*C. Ribozomii
sintetizati inainte st dupa infectia cu fagul T 2 au putut fl separaf{f pe baza
densitatilor lor diferite, prin centrifu"gare in gradient de densitate. RNA nou
sintetizat a fost marcat cu *’P sau '“C-uracil, iar proteina nou sintetizati cu
8. Aceste experlente au aritat ca :

1) ribozomlii n-au fost sintetizati dupa infectie;

2) RNA a fost sintetizat dupa infectie. Majoritatea RNA marcat se
afla in picul ribozomilor "grei". decl majoritatea RNA nou sintetizat a
fost asociat cu ribozomi preexistenti. Alte experiente au aritat ca
acest nou RNA sufera un turnover rapid in timpul cresterii fagului.

3) S apare tranzitoriu in picul ribozomilor grei. decl proteinele
sunt nou sintetizate in ribozomif preexistenti.

Deci ribozomii sunt structuri nespecifice care sintetizeazi la un timp
dat o proteind dictatd de un mesager.

in 1961, SPIEGELMAN a pus la punct tehnica hibridizarii care a adus
date nof privind natura mesajului genetic la nivel citoplasmatic. DNA dublu
catenar a fost despiralizat prin topire conform metodet luf MARMUR gi DOTY,
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rezultand catenele lui separate. Se poate obtine un hibrid DNA-RNA cu o
singura catend a DNA numai daca RNA are o secventa de baze complementara.
Acest tip de experiente au avut urmatoarele etape:

1) Marcarea RNA sintetizat dupa infectarea E.coli cu fagul T2 cu *
sl a DNA fagal cu °H.

2) Un amestec de T2 mRNA sl T2 DNA a fost incélzit la 100° pentru
separarea catenelor DNA. Solutia cu amestecul de acizi nucleici a fost
lasata sa se raceasca lent la temperatura camerel.

3) Amestecul racit a fost analizat prin centrifugare in gradient de
densitate, colectandu-se probe de la diferite nivele ale tubulul de
centrifuga.

Se separa trel benzi. Fractia cu cea mail mare densitate (la baza tubului)
este cea a RNA monocatenar. Urmeaza spre gura tubului banda DNA dublu
catenar. A trefa banda corespunde moleculelor hibrid DNA-RNA. Deci T2 mRNA
formeaza o structurad hibrida cu T2 DNA. T2 mRNA nu formeaza hibrizi cu
DNA derivat de la alte bacterii si virusuri.

Deci, in cazul T2 mRNA si a T2 DNA, secventa de baze este
complementara.

Prin aceasta tehnica a hibridizarii s-a determinat si daca rRNA si tRNA
sunt de asemenea sintetizati pe tipare de DNA. In acest caz, formarea hibrizilor
DNA-RNA a fost demonstrata prin tehnica filtrarii, mai simpla, mai rapida si
mai sensibild. Se supune filtrarli pe nitroceluloza un amestec de RNA
monocatenar , DNA dublu catenar si hibridul lor DNA-RNA. RNA monocatenar
a fost flltrat , in timp ce duplexul DNA si hlbrldul DNA-RNA a fost retinut.
Diferite tipuri de RNA din E.coli marcate cu **P au fost adaugate la DNA E.coli
nemarcat. Aceste amestecuri au fost incalzite, apof racite lent si supuse filtrarii
pe nitroceluloza. A fost masuratd radioactivitatea retinutd pe filtru ,
demonstrandu-se ca toate speciile moleculare de tRNA si rRNA au secvente
complementare in genomul E.coll.

Recunoasterea existentel unui RNA mesager a stimulat mvestlgarea gasirii
unel enzime care sintetizeaza RNA conform mesajului inscris in DNA. In 1960,
HURWITZ si WEISS au descoperit independent enzima : RNA polimeraza- DNA
dependenta, care izolata din E.coli are urméatoarele necesitatf pentru a actiona:

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

2) Precursorl activati : ATP, GTP, CTP si UTP.

3! Ioni metalici dlvalentl : Mg** sau an’. rimul functlonénd $l in
P ==
vivo.

RNA polimeraza catalizeaza initierea sintezel si alungirea catenei RNA
conform reactief :

(RNA),, + INTP «—> (RNA),,, + PP,

Sinteza are loc In directia 5'-3', gruparea 3'-OH terminald a catenel -in
crestere realizand un atac nucleofll asupra gruparii fosfat a rNTP care urmeaza
a fl adaugat conform mesajului tiparului. Sinteza devine ireversibila prin
hidroliza pirofosfatului sub actiunea pirofosfatazei anorganice. RNA polimeraza
nu necesita un primer la care sa adauge resturi INMP putand cataliza sinteza
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primel legaturl fosfodlesterice( Figura 25). In sinteza RNA, tiparul DNA este

semiconservat. La E.coli, toate speciile de RNA sunt sintetizate prin actiunea
acelelag!t RNA pollmeraze.
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Figura 5. Mecanismul de actfune al RNA polimerazei

In celulele mamiferelor, exista mal multe RNA polimeraze-DNA dependente
care catalizeaza sinteza mRNA, rRNA si t RNA.

La multe virusurl exista enzime care sintetizeaza RNA total diferitl de cei

ale celulelor gazda. De exemplu, RNA replicaza din RNA fagul Q. este o RNA
polimerazi RNA dependenta ce copie informatia de pe un tipar RNA.

Tiparul DNA contine regiuni numite situsuri promotor ce specifica legarea
RNA polimerazei DNA-dependente si decl de unde incepe transcriptia (de regula
o purina si notatd +1) . La bacterli existd doua secvente pozitlonate spre
capatul 5' inaintea primului nucleotid care urmeaza a fl transcris. Aceste
secvente s-au dovedit importante in initierea transcriptief :

1) prima numita Pribnow box care are secventa consens TATAAT
centrata in pozitia -10 si

2) o a doua numitd regiunea -35 ce are secventa consens
TTGACA.

Genele eucariotice ce codifica proteine au situsuri promotor cu o secventa
consens TATAAA centratad aproximativ in pozitia -25. Aceasta secventa, numita
TATA box ( sau boxa Hogness), este similara boxei Pribnow de la procariote.
Multi promotori eucariotici cont{in de asemenea si secventa consens CAAT
centrata aproximativ in pozitia -75. Transcriptia genelor eucariote este
stimulata de secvente enhancer, care se gasesc la distanta de cateva kilobaze
de situsul start, fie pe partea 3', fle pe partea 5'.
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-35 -10 +1
tipar TTGACA TATAAT A
DNA
regiunea -35 boxa Pribnow start
-75 -25 +1
tipar GGNCAATCT TATA B
DNA -
boxa CAAT boxa TATA start
(uneorl prezenta) (HOGNESS)

Figura 26. Situsurl promotor pentru transcriptie la procariote (A) si la
eucariote (B).

RNA polimeraza DNA dependenté actioneaza de-a lungul tiparului DNA si
transcric o catena pana atinge un situs terminator. Semnalul de terminare, la
E.coli, este o structurd “hairpin” cu perechi de baze constituitd in molecula
RNA nou sintetizata. Aceastad structura este formatd prin imperechierea unor
baze In secvente complementare bogate in G si C. RNA nascent disoclaza
spontan de RNA polimeraza cand acest hairpin este terminat prin mai multe

resturd U.
Figura 27. Secventa de baze C‘/ \-j

c
. Tﬁ

la extremitatea 5 a unui mRNA ?
la E.coli. ’

#¥—CCACAG  “AUUUU—OH

>
Exista sl posibilitatea ca sinteza RNA sa fle terminata prin actiunea unel

proteine rho ( p ). Existad putine detalii privind terminarea transcriptiel la
eucariote.
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¢ Codul genetic

Relatia dintre secventa de baze in DNA si secventa de aminoacizi a
proteinelor codificate este stabilita de codul genetic. CRICK, BRENNER si altii
au stabilit urmatoarele trasaturi ale codului genetic:

= un aminoacid este codificat de un grup de trei baze, numit codon;
= codul genetic este constituit din codoni nesuprapusi partial ;
= secventa de baze este citita secvential de la un punct fix de start ;

= pentru multi aminoacizi existd mal mult decat un codon care-i
specifica.

In descifrarea cuvintelor de cod s-au utilizat molecule de mRNA sintetice.
Astfel, in 1961 NIRENBERG a pus in evidenta ca polimerul sintetic poli (U),
intr-un sistem acelular de sinteza proteica, conduce la sinteza poli (Phe), deci
codonul UUU codifica fenilalanina. Un astfel de sistem acelular de sinteza
proteicd se prepara astfel: celule de E.coli sunt mojarate in prezentda de
alumina, resturile celulare flind indepartate prin centrifugare. Extractul
supernantant contine DNA, mRNA, tRNA, ribozomi, enzime si al{i constituenti
celularl. Daca se adauga ATP, GTP si aminoacizi marcati radioactiv se poate
urmari incorporarea lor in proteine prin incubarea amestecului la 37°C timp de
o ora. Prin tratare cu acid tricloracetic se precipitd proteinele si se stopeaza
procesul, in supernatant ramanand numai aminoacizii liberi. Precipitatul este
spalat si radioactivitatea este masuratd pentru a determina cantitatea de
aminoacid marcat ce a fost incorporata In protelna nou sintetizata. La
adaugarea enzimei deoxiribonucleaza, tiparul pentru mRNA este distrus si
sinteza proteica Inceteaza In cateva minute. Daca se adauga mRNA, sinteza
proteica este reluata.

mRNA sintetice au fost preparate utilizand polinucleotid fosforilaza,
enzima descoperita in 1955 de Marianne GRUNBERG-MANAGQO si de Severo
OCHOA, care catalizeaza reactia :

(RNA), + INDP «—> (RNA),,, + P,

sl care nu necesita un tipar. In general, RNA sintetizat cu aceasta enzima
are o compozitie dictatd numal de raporturile ribonucleotidelor prezente in
amestecul de incubare, secventa rezultata avand un caracter intamplator.
Poll (U) a fost sintetizat prin incubarea unor concentratii mari de UDP cu
enzima.La fel s-au sintetizat mRNA sintetici : Poli (A )si Poli (C) punandu-se in
evidenta ca tripleta AAA codifica lisina, iar CCC - prolina . Poli (G) nu poate
functiona ca un mRNA sintetic deoarece formeaza o structura triplu catenara
helicoidala.

Au fost utilizate apoi ca tipare polinucleotide sintetice constand din doua
feluri de baze. De exemplu, un copolimer intamplator a U si G contine opt
triplete diferite: UUU, UUG. UGU, GUU, UGG, GUG, GGU si GGG. Cu un tipar
ca contine un raport molar de 0,76 U si 0,24 G este incorporata Phe in cel mai
mare grad deoarece predomina tripleta UUU. Urmeaza Val, Leu, Cys, Trp si
Gly in ordine descrescatoare. Deci Val, Leu si Cys sunt specificati de codoni
care contin 2U i 1G, iar Trp si Gly sunt specificatl de codoni care contin 1U si
2G.
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KHORANA a reusit sinteza de poliribonucleotide cu o secventa repetitiva
definita. De exemplu, poli (UC) permite sinteza poli (Ser-Leu), deoarece tripleta
UCU codifica serina, iar CUC - leucina , etc.

Acest tip de experimente au permis stabilirea compozitiel codonilor
pentru toti cei 20 aminoacizi. S-au determinat 64 codoni dintre care 61
corespund unor aminoacizi particulari, iar tref : UAG, UGA si UAA nu specifica
nici un aminoacid ci indica sfarsitul translatiel. Codonii de terminare nu sunt
utilizati cu aceeasl frecventa, tripleta UAA (ochre) reprezentand semnalul
normal( Tabelul 8) .

Analiza codulul genetic a permis remarcarea unor trasaturl generale:

= Codul genetic este degemerat. Un aminoacid este codificat de mai
multe cuvinte de cod. Degenerarea nu este uniforma, astfel SER si ARG
sunt aminoacizi care au sase codoni, VAL, PRO, THR, ALA si GLY
prezinta patru codoni, ILE are trei codoni, iar PHE, TYR, HIS, GLN, ASN,
LYS, ASP, GLU, CYS cate doi codoni, MET si TRP flind unicii aminoacizi
codificati de cate o singura tripleta de nucleotide.

Tabelul g . Codul genetic

U C A G

U UUU}Phc ucu uAul UGU} u
uuc uee| UAC uGe c
ut u\ UCA UAA UGA Stop A
UG Leu ucG UAG}Stop UGG Trp G
c ccu cau cGU U
cee CAC}Hls cae c

o (PrC Arg
CCA CAA CGA A
CUG ccG CAG}G'" CGG G
A AUU AcU AAU AGU U
AUC]Ilc acel, AAC}Asn AGC} r c
ACA AAA AGA &
AUG Met ACG AAG}Ly © AGG}Ng G
G Guu Geu GAU GGU U
cue( ace| GAC}ASP aac| c
GUA aca GAA GGA A
GUG GCG GAG}G’“ GGG G

Degenerarea cuvintelor de cod este deosebit de evidenta la nivelul celef de
a treia baze nucleotidice, la extremitatea 3' a codonului.

Codonii care specifica acelagi aminoacid se numesc sinonimi. Majoritatea
codonilor sinonimi difera numai prin ultima baza a tripletei: doi codoni XYC si
XYU codificand uneori acelasi aminoacid, in timp ce doi codoni XYG sl XYG -
uzual codifica acelagi aminoacid. De exemplu, prolina este codificata de patru
codoni: CCU, CCC. CCA si CCG. Deci, primele doua litere ale unui cuvant de
cod reprezinta determinantii principali ai specificitatii mesajului genetic.
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CRICK denumeste cea de a trela literA de cod. mai putin specificad, baza
webble.

Semnificatia biologica a degenerarii codului genetic nu a fost total

elucidata. O explicatie posibila ar fi faptul ca degenerarea minimalizeaza efectul
unor mutatii, modificarea celel de a trela baze neconducand la inlocuirea unul
aminoacid cu altul In structura proteinel mutante.

Codul genetic este fird punctuatie. Nu exista semnale care sa indice

=>
inceputul si sfarsitul citirii mesajuluf unui codon.

= Cuvintele de cod au o polaritate specificd §' - 3'. Astfel, codonul UCA
specifica SER, far codonul ACU - treonina.

= Codul genetic este aproape universal. Un mare numar de cercetari au

indicat faptul ca diferite organisme vii utilizeaza aceleasi structuri de
codoni in specificarea aminoacizilor. Astfel, cand ribozomii din
reticulocitele de fepure care contin mRNA ce codifica hemoglobina sunt
incubati cu sistemele acelulare de sinteza proteica din E.coli se observa ca
are loc sinteza acestel proteine.

S-au observat exceptl! la codul genetic al mitocondriilor omului:
Tabelul 9. Abateri de la codul genetic universal in mitocondriile omuluf.

ccdon Cod standard Cod mitocondrial
UGA STOP TRP
| UGG TRP TRP
AUA ILE MET
AUG MET MET
AGA ARG STOP
AGG ARG STOP

Variatil apar in mitdtondrii si ciliate - ceea ce reprezinta un punct de

ramificare timpuriu in evolutia eucarlotelor.

=

Evolutia codului genetic. Multi cercetatori considera ca acest cod
genetic a aparut in cursul evolutiel moleculelor biologice. Se pare ca la
inceput cuvintele codului genetic erau constituite din doua nucleotide,
intr-un numar suficient pentru a specifica cel 15 aminoacizi primordiali.
Cea de a trefa litera de cod putea fi folosita ca o virgula, un semn de
punctuatle in translatia mesajului genetic. Cand pe parcursul evolutiel au
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aparut noi aminoacizi s-a ivit necesitatea sporirii numarului cuvintelor de
cod si codonii au capatat structuri de triplete nucleotidice. Un argument
in favoarea ipotezel evolutiei codului genetic este prezenta feredoxinelor
din clostridii anaerobe ancestrale care au in compozifia lor numai 13
aminoacizi diferitf.

Semnalul start de incepere a sintezei proteice este complex. La bacteril
codonii AUG si mai putin frecvent GUG pot constitui un tip de astfel de
semnal. Deoarece AUG este si codonul pentru inserarea metioninei, iar GUG -
a valinei, semnalul start trebule sa fle mal complex. in Figura 28
prezentam semnale start pentru initierea sintezei proteice la (a) procariote si (b)
eucariote.

(a)

-10 +1
5 {Pu), AUG mRNA
(b)
5' Cap AUG mRNA

Figura 28. Semnale start pentru initierea sintezei proteice la procariote (a)
si la eucariote (b)

Deci, la bacterll o secventa de ribonucleotide bogatd in purine
“avertizeaza” asupra unui codon start AUG. La eucariote, tripleta AUG este in
vecinatatea capatului 5' al mRNA, care are o structurd cap ( m,Gzppp) care
blocheaza capatul 5'.

7 metil guanozina

o oH @
7 N -
N | ‘\> . 2'-0-metil ribonucleozid
PN

5 BAZA (m°Ade, Ade, Gug. Cyt, Ura)

’ BAZA Ade, Gua, Cyt, Ura)
O=T—O—-—CH30
O—
3 2"
O—(CH; or H)
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Structura cap este atasatd la primul nucleotid transcris, care are uzual o
purina metilata la gruparea 2'-OH a ribozei.

mRNA eucariotelor are niste trasaturl structurale unice, ce nu apar in
rRNA si tRNA. ce il aluta In realizarea functiei lui biologice.

CAP poly(A) .«

5 — f } —q3
30-sute de 300-3000 hucleotide 30-300 20-200
nucleotide nucleotide

m’ Gppp —QT——-[AUG UAG ]—QJ\— AAA,AA,

secventa leader secventa sedventa trailer
e translabila

Extremitatea 5' eéste blocata prin structura cap , urmeazia o reglune
“leader’ netranslatd ce contine o secventd promotor. Regiunea translabiia
incepe cu AUG si se termina cu UAG, UAA sau UGA. flind urmata de o regiune
“trailer" netranslabila si de o coada poli (A) la capatul 3'. Regiunea "leader” are
o lungime variabild si include situsul de atasare la ribozom. Coada poll (A)
variaza de la 20 la 200 nucleotide.

Structura 5'cap blocheaza actlunea RNA exonucleazelor si fosfatazelor
care pot ataca aceasta extremitate, avand si un efect pozitiv asupra initierii
translatiel. Structura m7GpppN are o conformatie rigida care, favorizand
stivuirea bazelor, promoveaza formarea unor complexe de initiere stabile. Un
mesaj cu un capat 5' metilat este mai eficient decat nemetilat 5'-GpppN sau
necapat 7'-pppN.

Rolul cozii poli (A) este neclar, existand posibilitatea de a functiona in
transportul mRNA prin membrana nucleara, de a impledica atacul
exonucleolitic la capatul 3', sau in interactia mrNA cu proteine ribozomale sau
neribozomale. Desi majoritatea mRNA au o coada poli (A), exista sl exceptil care
nu au aceasta caracteristica.

Exista doua tipuri de proteine asociate cu mRNA eucariotelor. Un tip se
leaga puternic la regiunea 5' cap sl al doilea tip la extremitatea 3'.

mRNA eucariotelor contine informatia pentru o singurd catenid
polipeptidicad, deci este momnocistronic, in timp ce mRNA procariotelor
este policistronic.

& tRNA

Secventa de baze a unuil tRNA a fost determinatd pentru prima data in
1965 de HOLLEY, in cazul tRNA™* din drojdie. Aceasta performanti, rodul a
sapte anl de cercetari, a permis stabilirea rolului adaptor a acestei molecule de
76 resturl de ribonucleotide. Ulterior si alte molecule de tRNA au fost studiate
¢l structurile lor elucidate. Toate moleculele de tRNA prezintd niste
caracteristicl comune :

1) Au structurl primare monocatenare, flind constituite din 73+93
riboniucleotide s au mase moleculare de circa 25 KD.
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2) Contin multe baze neobisnuite, 7-15 per moleculd. Multe dintre
ele sunt derivati metilati ai A, U, G si C, metilarea survenind prin
modificarea enzimaticda a unui tRNA precursor. Metilarea previne
formarea unor perechi de baze conferind o structura secundara tipica
tRNA sl crescand caracterul hidrofob a unor regiuni, importante in
stabilirea de Interactli cu enzime citoplasmatice si proteine
ribozomale. Alte modificari sunt importante in recunoasterea
codonului.

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

4) Secventa de baze de la extremitatea tuturor tRNA este CCA.
Aminoacidul activat este atasat la gruparea 3'-OH a adenozinei
terminale.

5) Aproximativ jumatate din nucleotidele din tRNA formeaza perechi
de baze si segmente duplex. Cinci segmente nu formeaza perechi de
_baze: regiurnea terminald 3'-CCA; bucla TYC care are secventa
ribotimina-pseudouracil-citozina; bratul extra care contine un
numar variabil de resturi; bucla DHU care contine cate resturl de
dihidrouracil si bucla anticodon.

6) DBucla anticodon consta din sapte baze cu urmatoarea secventa:
5'-Py-Py-X-Y-Z-Pu modificatd-Baza variabila-3'

situs de legare
al aminoacidului

extremitatea
5° ~5p
Figura 29 .Trasaturile generale bucla DHU bucla. Ty
structurale ale moleculelor de tRNA )

Structura tridimensionald a
unel molecule de tRNA a fost
elucidata in 1974 prin studii de
cristalografie cu raze X realizate de
RICH §i KLUG. Analizele lor independente asupra tRNA™® au condus la
urmatoarele concluzii:

anticodon

1) Molecula are forma literei L.

2) Exista doua segmente de dublu-helix. Fiecare din aceste
segmente contine circa 10 perechi de baze, ceea ce corespunde unel
ture de helix. Segmentele helicale sunt perpendiculare unul pe
celalalt, conferind moleculel forma literei L( Figura 3o )
Imperechierea bazelor in modelul frunzei de trifoi, postulata pe baza
studiilor de secventa, este corecta.
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GG.AA si AC. Mai mult, scheletul ribozo-fosfat interactioneaza cu
unele baze si chiar cu alte regiuni ale acestuia . Gruparile 2°-OH ale
resturilor de riboza actioneaza ca donori/acceptori de protoni in
multe interactii intre nuclee aromatice adiacente sl joaca un rol major
in stabilizarea arhitecturil moleculei.

4) Segmentul CCA terminal continand situsul de atasare al
aminoacidului este la un capat al literei L. La celdlalt capat este bucla
anticodon. Distanta dintre restul aminoacil din aminoacil-tRNa si
anticodon este de circa 80A. Buclele DHU si TWC formeaza cornerul
teractioneazad puternic cu restul moleculel. Aceasta parte a
moleculei isi poate modifica conformatia In timpul activari
aminoacizilor si de asemenea in timpul sintezei proteice pe ribozom.

5) Segmentul terminal CCA si regiunea helicala vecina nu
interctioneaza puternic cu restul moleculei. Aceasta parte a moleculei
isl poate modifica conformatia in timpul activarii aminoacizilor sl de
asemenea in timpul sintezei proteice pe ribozom.

Acceptor brat
]

TyC brat
| e

Figura 3¢
Structura tertiara a tRNA

anticodon

Analizele cu raze X ale tRNA eucariotelor arata o arhitectura moleculara
similara.

Bratul de legare al aminoacidului este implicat in legarea unui anumit
aminoacld, conform instructiunilor date de anticodonul tRNA care se leaga la
un codon specific din structura mRNA In 1957, ZAMECNIK gi HOAGLAND au
descoperit enzimele care catalizeaza aceasta legare (activarea aminoacidului) :
aminoacil-tRNA sintetaze:
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R-CH-COOH + tRNA + ATP «—>R-CH-CO O-AAC-tRNA + PP,

I I
NH, NH,

Exista cel putin cate un tRNA specific si cate o sintetazad specifica pentru
flecare din cel 20 aminoacizi protetel. Codonit stop UAA, UAG sl UGA nu sunt
recunoscutl de molecule tRNA cl de niste protelne specltice, num'te factori de
eliberare. ’

Anticodonul tRNA este situsul de recunoastere al codonulul din structura
mRNA., cu care stablleste puntt de hidrogen. S-a demonstrat ca structura
aminoacldulul atasat la tRNA lul specific nu este recunoscuta de codonul
care-1 specifica din mRNA, rolul adaptor avandu-l tRNA. In experienta
prezentatd prin reactiile :

sintetaza Ni.H,
Cisteina +tRNA"Y® — 4 HS-CH,-CH-CO-O-tRNA"** — CH4-CH-CO-O-tRNA'
T~ | |
ATP Amp+pp  NH: NH,

se formeaza un hibrid care, plasat intr-un sistem acelular de sinteza a unei
proteine (hemoglobina - pe reticuloctite de fepure) produce un mutant cu
resturl de Ala in locul celor de Cys. Decl, restul aminoactl nu are nici un rol in
selectarea codonului.

In continuare vom analiza tipul de interactil codon-anticodon.

Prima ipotezd a fost ca flecare baza a codonului formeaza o pereche
WATSON CRICK cu o baza complementara a anticodului sl cd atat codonul
cat si anticodonul sunt alinjatl antiparalel.

Ulterlor s-a descoperit ca molcculele pure de tRNA pot recunoaste mai
mult decat un codon. De exemplu, tRNAM din drojdie .studiat de HOLLEY, se
leaga la trel codoni: GCU, GCC §i GCA. care au primele doua baze identice gl
difera prin a 3-a baza ( degenerarea codului genetic).

Pe baza unor analize sterice, CRICK a presupus ca stabilirea puntilor de
hidrogen la nivelul celel de a trela baze este mal putin criticd decat in cazul
primelor doua. Au fost studiate modele cu diferite perechi de baze, care sunt
similare cu perechile de baze standard AU si GC in ceea ce priveste distanta si
unghiul dintre legaturile glicozidice. In aceste studil a fost Inclusi inozina, care
apare frecvent in structura unor anticodoni. Presupunand un grad de libertate
sterica ("Wobble") in imperechierea celei de a 3-a baze a codonului s-au
constatat anumite combinatii plauzibile ( Tabelul 10).

Prima baza a anticodonului A 3-a baza a codonului

G
9]
A sau G
UsauC
U, Csau A

Q>0

60

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



Ipoteza Wooble este astazi conflrmata. Anticodonii tRNA cu secventa

cunoscuta se leaga la codonii prezisi de aceasta ipoteza .

De exemplu,

anticodonul tRNA™ din drojdia de bere este IGC sl recunoaste codonii GCU,
GCC sl GCA. Ne reamintim ca, prin convenfie, secventa nucleotidelor trebuie
scrisa in directia 5°--3" :

Anticodon Anticodon Anticodon
3'-C-G-I-5’ 3'-C-G-I-5° 3'-C-G-I-5°
5'-G-C-U-3 5-G-C-C-8 5-G-C-A-3'
Codon Codon Codon
] ) -
H H - :
s Ho &L /f N\ Y
| | \C/ \C/ \H< :;/N\ /C\ /N\
N NS | I "0 cZ H...
7N SHL N N. I [ [ 0
[ 0 ¢’ ¢ H c N UNG. I
0. I s I SN N \ C H O N
e 0 T I T
| t—n " NG N4
PN 4 ¢ H N AN
H N N 1 c
N 1
o
I-U I-C I-A

Doua generalizari privind interactia codon-anticodon pot fl facute :

1) Primele doua baze ale unui codon formeazad perechi de baze
standard, recunoasterea flind precisa. Deci, codoni ce difera prin
primele doua baze trebuie sa fie recunoscuti de diferiti tRNA.

2) Prima baza a unui anticodon, dintr-o secventa consens
determind daca o molecula de tRNA interactioneaza cu 1, 2 sau 3
tipuri de codoni: C sau A (un codon), U sau G (doi codoni), I (trei
codoni). Deci parte din degenerarea codulul genetic deriva din
imperechierea imprecisa (wobble) a celel de a 3-a baze a codonului.
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Cele 60 de gene ale moleculelor tRNA din
E.coli sunt grupate in 25 unitatl care sunt
transcrise in  precursorl multimerici. Unele
unitatl codtfica si rRNA, in timp ce altele contin
numai tRNA. Unul dintre acestl transcripti(
Figura 3,) este precursorul a sapte specl de
tRNA,:

unul specific pentru Leu,

doi -pentru Met interne,

cate 2 pentru doua tipuri de codoni ai GLN.

Transcriptul primar de 950 nucleotide este
scindat de ribonucleaza P pe latura §5' a
primului nucleotid din flecare tRNA matur.
Ribonucleaza D tale apol capatul 3'expus al
flecaruia pana ajunge la secventa CCA care
devine capatul 3' al moleculei mature.

RN-aza P este o enzima cu structura
ribonucleoproteica care consta dintr-o parte de
377-nucleotide (componentul M 1 RNA) si o
proteina de 20 KD. ALTMAN a descoperit ca
acest component RNA poseda activitate
enzimatica. La concentratii mai mari decat cele
fiziologice, 60 mM Mg”, M 1 RNA
interactioneaza specific cu substratul deoarece
poseda grupari catalitice. Rolul proteineil este
subsidiar, inducand cresterea vitezel de
hidroliza si permitand ca reactia sa aiba loc si la
concentratii mult mai micl de Mg.

tRNA, Mot tRNA

tRNA, O Qp

RNASY €

Figura 31. Structura unui
transcript primar de 950 nucleotide.
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o TRNA

Acest tip de RNA intrd in compozitia ribozomilor, care sunt particule
intracitoplasmatice de natura ribonucleoproteica, implicati in sinteza proteica.
Compozitia sl caracteristicile ribozomilor din diferite tipuri de celule sunt
prezentate in tabelul 11:

Tabelul 11 . Caracteristicile ribozomilor

RIBOZOMI de la E.coli Ficat sobolan
Greutatea 2700 KD 4220
Diametrul 200 A

Coeficient de sedimentare 70 S 80 S
Subunitatea mare cuprinde: 50 S 60 S
tipuri de rRNA 23Ssi58S 28,5588,58
numar proteine 34 49
Subunitatea mica cuprinde: 408
tipuri de rRNA 16 S 18 S
numar proteine 21 338

Speciile moleculare de rRNA reprezinta cca 80 % din totalul RNA celular,
fiind stabili metabolici. Aceasta stabilitate, corespunde functionarii repetate a
ribozomilor si este marita de asocierea cu proteinele ribozomale.

La procariote, cele trei specii de rRNA- 5 S, 16 S si 23 S au o arhitectura
criticad, prin pliere formadnd multe regiuni duplex scurte. In Figura 33
prezentam modul de pliere al 16 S rRNA. Capatul 3' al acestuia joaca un rol
cheie in selectarea situsului start de pe tiparul mRNA. De fapt situsul de legare
al mRNA si capatul 3' al 16 S rRNA sunt situate adiacent pe subunitatea 30 S.
Capatul 3' al 16 S rRNA contine o secventa de sapte baze bogate in pirimidine,
complementara cu o regiunea initiator de pe mRNA, care indica inceperea citirii
mesajului genetic si biosinteza proteinei codificate :

3'OH G

A A

U C

| |
UCCUCCA

Bt AGGAGGU -*--AUG ----- e 3' mRNA

Codonul AUG indicand startul sintezei proteice.

Pe subunitatea mica a ribozomului exista sl doua situsurl de legare a
tRNA.
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Figura 3». Structura secundarid a 16 S rRNA

Moleculele rRNA sunt formate prin
scindarea unor molecule transcript
primare ce coniin un aranjament in
tandem a unitatilor 16 S, 23 S §1 5 S (
Figura 33) . Acestl precursori marl sunt
codificail de sapte operoni rmn diferiyl. In
flecare transcript, 1-2 molecule de tRNA
se afla intre 16 S sl 23 S rRNA, flind
urmat de 5 S rRNA. Precursorul RNA
este scindat de RNaza III in doua
fragmente: pre-16 S si pre-23 S.
Transformarea acestora are loc dupd
legarea proteinelor ribozomale la aceste
fragmente.

PEEEE

tRNA

68
TRNA

Figura 33.. Procesarea unui
transcript primar ce contine trei
specli de rRNA sl o specie de tIRNA
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° Gene continue si gene intrerupte. Procesul de splicing

YANOFSKY a demonstrat corespondenta lineara dintre o gena si produsul
el polipeptidic utilizand mutanti ai E.coli ce produc o molecula modificata a
catenel a a triptofan sintetazei, enzima care catalizeaza etapa finala in sinteza
triptofanului. Aceleasi concluzii au fost ulterfor obtinute in multe alte sisteme.
Deci, genele si produsii lor polipeptidici sunt coliniari.

La bacterli, catenele polipeptidice sunt codificate de un aranjament
continuu de triplete codon a DNA. La organismele superioare, multe gene sunt
discontinue, flind intrerupte de secvente de nucleotide neinformationale,
numite introni.

De exemplu, gena catenel B a hemoglobinel are doua secvente intron :
una de 120 gl lata de 550 perechi de baze :

‘/— introni \

Lo bowee o

240 120 500 550 250 perechi de baze

Secventele informationale se numesc exoni.

In principiu, secventele intron si exon se evidentlazda prin studii de
microscopie electronica pe hibrizi formati intre mRNA sI DNA ce codifica o
catena polipeptidicd datad( heteroduplexuri DNA-RNA) . Duplexul DNA este
partial topit pentru a permite mRNA sa hibridizeze cu catena complementara a
DNA. Daca existd un intron, hibridul DNA-RNA formeaza o bucla, daca exista
doi formeaza - doud bucle, etc.( Figura 3, ). Dimensiunile gl localizarile exacte
ale acestor introni se determina prin tratarea heteroduplexurilor cu nucleaza
S1 care degradeazad specific bazele neamperechiate ale DNA lasand intacte
fragmentele genomice de DNA legate la mRNA functionali. Secventele
functionale ale genei sunt denumite exoni deoarece ele ies ( “exit” ) din nucleu
pentru a-si indeplini rolul biologic in citoplasma.

. - DNA
Figura 34, tal

Heteroduplexurl g:r:ix m
DNA-mRNA in cazul

catena DNA singulara

a) unui DNA fara introni
b) urui DNA cu un intron

(b)

catena DNA
singulara

DUPLEX
DNA
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Structura RNA transerisa in nucleu , dupa mesajul genetic din DNA este
numita transcript primar sau pre-mRNA , reprezentand o secventd mult mal
mare decat cea corespunzatoare mRNA matur . Intronil sunt acele secvente din
gena care sunt copiate in transcriptul primar $i apoi indepartate din mRNA
matur prin procesul numit “splicing”. Exonii sunt secventele din pre-mRNA
incluse si in mIRNA matur.

Procesul de “splicing” are loc inainte ca RNA sa parasesca nucleul,
reprezentand o etapa fmportantd in reglarea expresiel genetice la eucariote.
Astfel, de la un singur transcript primar, prin procese de “splicing” la situsurl
diferite pot rezulta mai muite molecule de mRNA ce pot genera diferitl produsi
protelici. Acest fenomen poate conduce la sinteza de proteine inrudite deoarece
includerea sau excluderea unor exoni individua'' poate sa le modifice
structura, functia si/sau localizarea . Procesul de “splicing” diferential poate ,
de asemenea, “comuta citirea” mesajulul genetic , oferind ilexibilitate In
creierea de proteine cu diverse structuri si functii , codificate de o singura
gena.

La tripanosomi sl nematode s-au pus in evidenta procese de rearanjare a
secventelor de RNA , organismele respective posedand mecanisme de “trans-
splicing”. Acest proces de “trans-splicing” este o reactie intermoleculard ce
produce un mRNA cu secvente exon originale din doud molecule transcript
separate .

In Flgurass prezentdm schema transcriptlel genei 3 a globinel cu
forrnarea unul transcript primar de 15 S ce coniine doua regiuni
netranslate, care sunt scindate si legate simultan printr-un proces numit

“

splicing” ( scindare-sudare) cu formarea mRNA matur de 9 S.

Figura 35.

Transcriptia genel catenel 8
introni

T R

/.genaﬁ globinei

a globinel cu formarea unui

SR TR ) USSR

90 né 222 S 646 126

transcript primar ce sufera

procese post-transcritionale N .
de* ; . * transcriptie
€ “maturare”.

né

trangcript, primar m]“‘
- 3

90 222 126
\l/ splicing
5 X - 3
90 222 126

mRNA matur aUB globinei

Intronii exista virtual la toate genele mamiferelor gl vertebratelor, precum
sl in gene ale microorganisinelor eucarfote ( drojdii ) dar cu o frecventa mal
mica. Numarul gl dimensiunile intronflor varlaza de la o gena la alta, de
exemplu genele care codifica catenele lungi ale colagenului avand aproape 40
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exoni. O trasaturd comuna in exprimarea acestor gene este faptul cad exonii lor
sunt ordenat! in acelas! sens in mRNA ca s! in DNA. Astfel, genele discontinue (
spla) . asemenea genelor continue sunt colinfare cu produsii lor polipeptidici.

Operatia complexa de “splicing” este realizata de spliceosom care este un
complex mare RNA-proteine ce catalizeazd indepartarea intronilor din
precursnrul pre-mRNA nuclear . Aceastd masinarie enzimaticd recunoaste
semnale in RNA nascent ce specifica situsuri splice. Intronii aproape totdeauna
irtcep cu GU sl se sfargesc cu AG. precedat de o regiune bogata in pirimidine.
Aceasta secventa consensus esie parte din semnalul pentru splicing ( Figura
36).

situs splicing 5° situs splicing 3’

5 --Y-GU...................secventa pirimidine...AG --fEXON 2J- 3'

INTRON |

Figura 36. Secventa consensus pentru “splicing™ul precursorilor
mRNA.

Snliceosomul are o structurd dinamica care se asambleaza cu transcriptul
pre-mRNA. Nucleul sl citosolul contine multe tipurl de molecule mic! de RNA
cu maj putin de 300 nucleotide :

snRNA ( small nuclear RNA) sI scRNA ( small cytoplasmic RNA).

Aceste molecule mici de RNA sunt asoclate cu proteine specifice cu
formarea de complexe :

snRNP ( small nuclear ribonucleoprotein particles) s1 scRNP ( small
cytoplasmic ribonucleoprotein particles) , denumite de unil cercetatorl gl
“snurps”, respectiv “scurps”.

Spliceosomul care are un coeficlent de sedimentare 60 S contine pe langa
mRNA precursor mai multe tipurl de snRPN :

1} Ulsn RNP recunoaste situsul de splicing 5", continand de fapt o
secventa complementara cu acesta;

2) U2sn RNP se leaga la un situs de ramificare ( branch) si la
secventa de pirimidine printr-o reactie ATP dependenta;

3) U5 sn RNP recunoaste situsul de splicing 3"
4) doua sn RNP U4 sl U6 participa la asamblarea spliceosomulul .

CECH a descoperit un proces de splicing autonom in eliberarea unui
intron de 413 baze dintr-un precursor al unui rRNA ( L 19 rRNA) din
Tetrahymena (un protozoar ciliat) . Intronul din acest RNA precursor este
indepartat prin activitatea catalitica a RNA insdsi . Scindarea initiala este
catalizata de o molecula de GMP ce ataca legatura fosfodiesterica dintre doua
baze specifice ( UpA) de la capatul 5" al intronului (Figura 37) . La capatul 5' al
intronulul este adaugat GMP formadu-se o secventa 5pGpA----, iar la
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extremitatea 3’ a exonulul ramane un rest de uridina cu o grupare hidroxil
libera.

INTRON f

Figura 37. PG—OH / 1
Procesul de auto-splicing ' "
al intronului din precursorul f
rRNA de la Tetrahymena. &’;

Y oy BT + pGpA BEETEES UpA

. RNA

Aceasta grupare 3'-hidroxil ataca legatura fosfodiesterica dintre bazele
(GpU) de la capatul 3" al intronului formand rRNA matur. Intronul eliberat
sufera o reactie ulterioara de scindare-legare ce genereaza o molecula circulara
de RNA si un scurt fragmet linear .

Acest intron eliberat catalizeaza transforn;area sl a altor molecule RNA. s
la situsurl specifice fara a se consuma, actionand ca o adevarata enzima, motiv
pentru care a fost numit ribozim.

In mod concret, CECH a descoperit ci L 19 RNA catalizeazi scindarea-
sudarea ( splicingul) substratelor oligonucleotidice ( Cs - penta-citidilatul) intr-
o maniera inalt specifica:

[ AT — C,. C3 deci are o activitate Rnazica \
Ly erimmnmenmbcR AR Cs deci are o activitate RNA polimerazica

Pentacitidilatul (C5) poate fi transformat d¢ L 19 RNA in oligomeri mai-
lungi (.C¢) sl mai scurti ( C4 si C3 ) in mod spegific . Deci L 19 RNA se
comporta atit ca o ribonucleaza cat si ca o RNA polimeraza.

Aceasta RNA enzimi actioneaza mult mal rapid asupra C6 decat asupra
U6 si nu actioneazi asupra A6 i G6. Ea respecta cinetica Michaelis-Menten,
avand o Ky de 42 pM si o k., de 0,033 s pentru C5. Necesitatea absoluta
pentru o grupare 2'-hidroxil In substrat este demonstrata prin observatia ca
68

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



deoxi-C5 este un inhibitor competitiv a lui C5 cu K, = 260 puM. Deci, L 19 RNA
respecta caracteristicile unef catalize enzimatice clasice: gradul inalt de
specificitate  de  substrat, cinetica de saturatie Michaelis-Menten si
susceptibilitatea la inhibitla compettiva.

Cs se leaga la un situs specific de pe L 19 RNA. O parte din cele cinci baze
C ale substratulul formeaza probabil perechi de baze cu o secvenia bogata in
G. Legatura fosfodiesterica dintre C; si Cs este apoi atasata la gruparea 3'-
hidroxil a G terminal din aceastd RNA-enzima. O legatura fosfodiesterica este
formata intre G terminala a RNA-enzimei si C terminald a substratulud
producand un intermediar covalent -GpC. Concomitent C, este eliberat in
timpu! aceste! reactii de transesterificare. Aceasta noua legatura fosfodiesterica
inalt lablla poate fI atacatd de apa, eliberandu-se pC ¢ rearanjand RNA-
enzima. Aceasta serie de 3 etape explica activitatea ribonucleazica a L 19 RNA.

Gon

$
CcccpC
RRRRRR\ ’

RRHRRR\S

GpC

RRRRRR\S,

Figura 38 . Mecanismul propus pentru actiunea cataliticad a L 19 RNA. .
A) RNA-enzima L 19 RNA ; B) C5 este legat la enzimé prin punti de hidrogen,
pC terminal este legat covalent la G terminal al enzimel. C) Hidroliza legaturii
GpC readuce enzima la starea originala.D)Alternativ pC atasat covalent poate fl
atacat de o a doua molecula Cy dand Ceg.

Astfe]l, intermediarul covalent -GpC poate fl atacat fle de HO- fle de
gruparea 3'-OH a celul de al doilea substrat. Hidroliza este favorizata la un pH
mare, in timp ce transesterificarea la forma Cg este promovata la o concentratie
mare de substrat Cs. Cq4 astfel format poate fl alungit la C; sau mai mult, prin
reactil de transesterificare succesive. Decl legatura fosfodiesterica a -GpC este
neobisnuit de reactiva deoarece este activata electrostatic pentru a forma o
stare de tranzitie pentacovalenta.

Viteza de hidrolizi a Cy de catre aceasta RNA enzima este de circa 10'° ori
mal mare decat viteza reactieil necatalizate.
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Aceasta caracteristica a RNA l-a condus pe GILBERT sa presupuna ca
moleculele de RNA si-au catalizat propria replicare si a dezvoltat un repertoriu
de activitati enzimatice. in aceasta etapa, RNA a inceput sa sintetizeze proteine.
Apoi DNA a fost format prin transcriptia inversa a RNA si DNA a inlocuit RNA
ca material genetic datorita duplexului mai stabil ce permite si stocarea unui
volum mai mare de informatii genetice.

Compararea secventclor DNA a genelor ce codificd proteine inalt
conservate in evolutie sugereaza ca intronii au aparut in cursul evolutiei acum
cca 10° ani. Mai mult, un mecanism comun "splicing” a fost dezvoltat inainte
de divergenta fungilor. plantelor si vertebratelor, astfel ca extracte din celula
mamiferelor pot realiza procesul "splicing” a RNA din drojdie.

Muiti exoni codificA unitati structurale si functionale discrete ale
proteinelor. De exemplu, exonul central din genele mioglobinei si hemoglobinei
codifica regiunea din vecinitatea a hemulul implicatd in legarea reversibila a
O,. Alti exoni specificdA segmente o-helicale ce ancoreaza proteine in
membranele celulei. Un domeniu intreg al unei proteine poate fl codificat de un
singur exon. Este posibil ca noci proteine sd ia nastere in evolutie prin
rearanjarea exonilor ce codifica elemente structurale discrete, situsuri de legare
sl situsuri catalitice.. Intronii sunt regiuni in care DNA poate fl scindat si
recombinat fara vreun efect periculos asupra proteinelor sintetizate. In
contrast, schimbul de secvente intre diferiti exoni conduce obisnuit la
pierderea functiei.
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5. REPLICAREA DNA

¢ Principiul repliciril

Modelul dublu helicoidal al lui WATSCON gi CRICK sugereazd un
mecanism pentru replicarea DNA, conforrn carula catenele
complementare ale duplexulul paréntal actioneazad ca un tipar pentru
sinteza a doua no! molecule filce de DNA dublu catenar. In fiecare din
duplexurile fiice., una din catene provine din DNA parental.

O demonstratie a replicarii semiconservative a DNA a fost facuta de
MESEZLEON gi 8TAXL. O cultura de E.coli a fost crescutd mai mult
generatli pe un med&u cu "®NH,CI - ca unica sursa de azot . Din aceasta
culturid s-a {zolat un DNA greu (proba 1), marcat cu N'°. Apol cuitura a
fost trecutad pe un mediu cu N}{,(,l si a fost separat si caracterizat DNA
(probele 2... n) timp de mai muite generatii de bactert, prin studil de
sedimentare la echilibru Intr-un gradient de densitate in CsCl.

lDNA e¥tFas si centrifugat
a eghlllbru in gradient de
densitate in CsCl

Flgura 39. Principiul _ ]

experientei lui MESELSON : L’ g
DNA greu -

sl STAML g

molecula parentala

D?A hibrid
( SN/’4N)

Prima generatie

DNA usor( 14y (] el P
DNA hlbn(d r &ng&\;

a doua generatie

DNA din proba 1 are o densitate mare , datorita izotopului greu al
azotului. DNA din proba 2 are o densitate mal mica{ medie) . Probele 3...
n prezinta doua benzi de sedimentare: una corespunzatoare DNA din
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proba 2 (cu densitate medie) sl una corespunzitoare DNA usor, cu mica
densitate. Rezultatele acestor studil arata ca DNA din proba 2 este un
DDNA hibrid care contine o catena polinucleotididica grea (cu . sl o
catena polinucleotididica ugoara (cu “N). Decl, replicarea se realizeazi
intr-o maniera semiconservativa .

in 1958. Arthur KORNBERG a izolat din E.coll o enzimi care
catalizeaza sinteza DNA, pe care a numit-o DNA-polimeraza. Astazi este
denumita DNA polimeraza I deoarece au fost descoperite mal multe
enzime de acest tip, stiut flind ca replicarea DNA este realizatd prin
coroborarea a peste 20 proteine.

DNA polimeraza 1 are o catend polipeptidica de 103 KD, ce
catalizeaza aditia succesiva de unitatl deoxiribonucleotidice la o catena
de DNA :

(DNA), + ANTP&——> (DNA),,,, + PP,

DNA polimeraza I necesita :

1) prezenta tuturor celor patru precursorl in stare actlvata:
dATP, dGTP, dTTP, dCTP, precum si a fonilor de Mg** :

2)prezenta unui DNA primer la care enzima adauga
deoxiribonucleotide la gruparea lui 3'-OH terminala;

3) prezenta unui DNA tipar, care poate fi monocatenar sau un
dicatenar in care scheletul pentozo-fosfatic este scindat la cel
putin un situs.

Reactla de alungire a catenel, catalizatd de DNA polimerazi este un
atac nucleofll al gruparif 3-OH terminale a primerulul asupra atomului
de Pa a dNTP. O legatura fosfodiesterica este formatd prin eliberarea
concomitenta a pirofosfatului. Urmeaza hidroliza acestula din urma, sub
actlunea pirofosfatazeli anorganice, ceea ce asigura ireversibilitatea
reactiel. Alungirea DNA are loc in directia 5'-3'( Figura 40)

: A 6 ¢ 6 A6 & 6+
3’ dG\YP ;P, \ dTTP PP, '
OH — R &) | on 2, @I ®|®|®| on

DNA polimeraza catalizeaza formarea unei legaturl fosfodiesterice
numal daca baza nucleotidululi care vine este complementara bazel de pe
catena tlpar. Probabilitatea formaril unei legaturi covalente este foarte
mica daca baza care urmeaza a fl inserata nu formeaza o pereche de baze
tip WATSON-CRICK cu o baza de pe catena tipar. Deci, DNA polimeraza
este o enzima directionata de tipar.

Primer

72

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



Catena primerx ; Catena primer

cipar
g
|
o
T
=
1
1
o

Catena

Figura 40. Principiul mecanismului de actiune al DNA polimeraze{

¢ Furci de replicare

Deci DNA este replicat de DNA polimeraze DNA_denendente, care
utilizeazd ca tipare DNA monocatenar, catalizand sinteza unel catene
complementare cu tiparul. John CAIRNS studiind cromozomi in timpul
replicarii prin autoradiografle si apol prin microscopie electronica,
utiizand DNA marcat prin incorporare de timina sau timidina tritiata a
demonstrat fornma DNA E.coll in replicare : un cerc inchis cu o bucla
interna. Astfel de forme se numesc structuri

theta ( 6) datoritd aseménarii cu litera o
greceasca . Aceste structurl theta aratd ca P@P”“"\'pt

moleculele DNA isi mentin forma lor & )
circulara cand sunt replicate, catenele DNA M

se despiralizeazd complet servind ca tipare
pentru sinteza de noi molecule DNA. Deci,
sinteza DNA este insotitd de despiralizarea
DNA parental. Un situs de depliere
simultand cu sinteza este numit furca de

replicare.
Necesitatea ca DNA parental sa se deplleze la furca de replicare

intAampina un mare obstacol topologic. De exemplu, DNA E.coli este
replicat cu o viteza de cca 1000 nucleotide/secunda. Daca tinem seama
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cd lungimea cromozomulul este de circa 1300 pm ¢l de faptul ca
molecula este circulara realizam imensa fortd de impotrivire la procesul
de despiralizare. Structurile supercoil negative din DNA promoveaza intr-
un grad mic ( 5 %) despiralizarea. La procariote, aceste structurl
supercoil negative sunt introduse prin actiunea unei topoizomeraze de tip
II, DNA giraza, pe seama energiei de hidrolizd a ATP. Inhibitorli al DNA
girazel ca novobiocina gl acidul oxolonic impiedicAd replicarea DNA.
exceptle facand mutantil la care DNA giraza nu leaga aceste antiblotice.

¢ Replicarea semidiscontinua.

Imaginile autoradlograﬁce cu o mica capacitate de rezolutle arata
ci cele doua catene alé duplexului DNA sunt replicate simultan prin
avansarea furcli de replicare. Daca tinem seama ca cele doud catene
parentale sunt antiparalele si ca replicarea are loc semiconservativ, este
dificill sd presupunem cad DNA polimerazele sintetizeazd DNA numal in
directia 5'-3'".

In 1968 R.OKAZAKI a evidentlat in urma unor experiente cu
timidina-®> H formarea unor fragmente de 1000-2000 nucleotide, dand
modelul replicarii semidiscontinui.Cele doua catene sunt replicate diferit
(Figura 41 ).

Figura 41.

Replicarea continua

a catenel leading sl

discontinui a catenef

5 lagging si deplasarea
3 furcii de replicare

deplasarea furcii de replicare

- T I

catena leading

catena lagging o3 Y
oI T s eatens

parentale
~fracmente OKAZAKI

Catena care coplie tiparul 3'-5', sl se alungeste continuu in directia
5-3' se numeste catend leading. Cealalti catend 5'-3' este copiati
discontinuu, in fragmente, tot in directla 5-3' . Fragmentele vor fi
prelucrate gi sudate ulterior ( de DNA ligaza) . constituind catena lagging.
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'3 Primerii RNA

DNA polimerazele necesita existenta unei grupari 3'-OH la care sa se
adauge nuclectide. Analiza fragmentelor OKAZAKI a relevat existenia la
capatul lor 5' a unor segmente de RNA formate din 1 - 60 ribonucleotide,
lungimea lor fiind specie-specifica gi complementard DNA tipar ( Figura
42).

Figura 42
Sinteza DNA este
Initiata de
fragmente scurte de
RNA

. E.coli are dou&d enzime care pot cataliza formarea acestor
primeri RNA : o0 RNA polimerazid DNA dependentd ( enzima transcriptiet)
§l 0 enzima primaza, mult mai micad de 60 KD, produsul monomeric al
genel dnaG.

Primaza nu este sensibila la inhibitorul RNA polimerazei
rifampicina. Observatia ci rifampicina inhibd numai sinteza catenel
leading la E.coli denotd cd primaza initlazd primerili fragmentelor
OKAZAKI . Initierea catenel leading la E.coli este un eveniment mult mai
rar, in vitro, procesul flind realizat atat de primaza cat si de RNA
polimeraza, flind stimulat cand ambele enzime sunt coprezente. Se
considera cd ambele enzime actioneaza sinergic in vivo in initierea
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catenel leading. Cum DNA matur nu contine segmente RNA indica faptul
ca primerii sunt indepartati ulterior i golurile sunt umplate cu resturl
de deoxiribonucleotide.

¢ Enzimele replicarii

Replicarea DNA este un proces complex ce implica o mare varietate
de enzime si proteine fara activitate catalitica :
1) DNA polimerazele.
2) DNA giraza.
3) Proteinele ce separa catenele DNA la furca de replicare.
4) Proteinele care impiedica reanelarea catenelor DNA.
5) Enzime ce sintetizeaza primerii RNA.
6) Enzime ce indeparteaza primeril RNA.
7) Enzima ce sudeaza fragmentele OKAZAKI , etc.

* DNA polimeraza I.

Enzima lul KORNBERG (Pol 1) din E.coll consta dintr-o singura
catena polipeptidica de 928 resturl de aminoacizi. Dupa cum s-a mai
aratat principala functie este cea polimerazicd, addugand resturi de
deoxiribonucleotide in directia 5'-3' la un primer ce-1 oferd o grupare 3'-
OH terminala.

O alta functie a DNA polimerazel 1 este aceea ca ea corecteaza
gresell din DNA prin indepartarea nucleotidelor inserate gresit, fapt ce
contribuie la remarcabila fidelitate a replicarif DNA ( mal putiin de o
eroare 10 perechi de baze.

DNA polimeraza I a fost purificata s! caracterizata in detallu Ea
nu este implicata in replicarea DNA ci in procesele de reparare.Enzima
este un monomer de 103 KD ce catalizeaza aditia treptata de unitati
deoxiribonucleotidice.

Aceasta enzima are sl o functle 3'-5' exonucleazicd,indepartand
nucleotide Imperechiate gresit de la capatul 3' al unel catene DNA in
crestere, deci are un rol in procesul complex de reparare ( Figura 43) .

Figura 43 .

baze gresite Functia 3'-5'
exonucleazica a
DNA polimerazel
I

R
situsul de hidroliza
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Duplexul din Figura 43 contine o pereche gresitd G..T cu restul de
timidina pe catena 5-3'. DNA polimeraza I , in prezenta dCTP, sc.ndeaza
restul de timidina nedmperechiat. dTMP este ellberat gl o grupare 3'-OH
este expusa la restul G terminal al catenel primer.

In general, DNA polimeraza I indeparteazéa resturile inserate gresit la
capatul primeruiui inainte de a cataliza polimerizarea.

Aceastd activitate 3'-5'-exonucleazicd creste marcant acuratetea
replicarii DNA, actlonand corector. De fapt, DNA polimeraza I
examineaz3 rezultatul flecarel polimerizari inainte de a cataliza o noua
runda de polimerizare. lmportanta activititll exonucleazice pentru
fidelitatea replicaril a fost evidentiata prin studiul unui mutant al fagului
T 4. Virusurile ce codificA o DNA polimeraza I cu o activitate 3'-5'-
exonucleazicd scazutd au o viteza a mutatillor mult mai mare decat este
normal. Invers,fagil cu o activitate exonucleazica scdzuta au o rata mica
a mutatiilor spontane.

DNA polimeraza ] poate, de asemenea, hidroliza DNA incepand de la
capatul §' al unei catene, deci are o activitate 5'-3' exonucleazica, aceasta
activitate avind unele caracteristici:

1) Legatura clivata trebule sa fle intr-o regiune dublu-helicala.

2) Scindarea poate avea loc la legatura fosfodiesterica terminala
sau la o legatura ce se afla la distanta de cateva resturi de
capatul 5' ( care poate da nagtere unef gruparl HO libere sau
fosforilate).

3) Activitatea 5'-3' exonucleazicA este maritd prin sinteza
concomitenta a DNA.

4) Situsul actlv pentru actiunea exonucleazel este separat de
situsurile active pentru polimerizare i hidroliza 3'-5'.

- Deci,DNA polimeraza I contine trei situsurd active diferite pe

o singura catena polipeptidica.

Figura 44. Functia
5"-3'exonucleazica a
DNA polimerazef I

crestatura
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Activitatea 5'-3' exonucleazica joacd un rol chele in replicarea DNA ,
prin indepartarea RNA primer. Maj mult, 5-3' exonucleaza completeazd
activitatea 3'-5' exonucleazica, in vederea corectartl erortlor. De exemplu,
5-3' exonucleaza participa la excizia dimerflor pirimidinici formafl la
expunerea DNA la lumina UV.

Activitatile combinate ale Pol 1 : 5'-3-exonucleazica si polimerazica
pot interactiona asupra unui duplex DNA cu o crestatura in catena §5-3'
deplasand crestatura spre capatul 3’ fard modificarea moleculei( Figura
45) :
3 ; 5
5 Py St o o e i 3
crestatura
dNTP DNA polimeraza [
P
3 5’
S5 R, e 3 ’
+ mononucleotide libere

Figura 45 . Deplasarea unel -crestituricatalizatd de DNA
polimeraza I

Acest proces de deplasare a crestiturll, In prezenid de
deozinucleotide marcate, este utilizat in laborator pentru a prepara DNA
inalt radioactiv ( crestaturile pot fi realizate prin tratarea DNA cu mici
cantitatli de DNaza I pancreatica).

Aceasta enzima trifunctionald poate fi scindatd de proteaze in
fragmente:
= un fragment mic de 36 KD cu toata activitatea 5'-3'-
exonucleazica originala si

= un fragment mare de 67 KD ( frag‘rﬁent KLENOW) cu toata
activitatea polimerazica sl 3'-5'-exonucleazica

lS‘-T exonucleaza I 3’-5’ exonucleaza Polimeraza I

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

Studiile cristalografice cu raze X asupra fragmentulul mare au
aratat ca este constituit din doua domenii. Domeniul mic con{ine situsul
3'-5'-exonucleazic deoarece leagda dNMP care inhiba nucleaza sl nu
polimeraza. Gruparea fosfat a dTMP se leaga in. apropiere la un lon de
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Zn** . Domeniul mai mare formeaza o structurd cu o fanta adanca ce
aminteste de mana dreapta {inand un creion. Fanta are circa 25A
lagime, 30 A adanchme si 50 A lungime. Marimea st forma fantel
sugereaza ca leaga duplexul DNA produs prin sinteza. Capacitatea de
polimerizare ( procesivitatea) a DNA polimerazel I poate fl datorata
inchiderit acestel fante , care ar permite disocierea DNA de enzima in
timpul acestui proces . Situsul exonucleazic de pe domentul mic este la
25 A departare de situsul polimerazic de pe domeniul mare.Exista
urméitoarea ipoteza : catena DNA in crestere sta la situsul polimerazic
pana cand o pereche de baze gresita este seslzata, cand sufera o
translocatie spre situsul 3'-5' exonucleazic pentru scindare.

In 1969 Paula De LUCIA si CAIRNS au izolat un mutant al E.coli
ce are 1 % din activitatea polimerizanta a DNA poliinerazel 1. Acest
mutant (numit pol A 1) se multiplica cu acelasi vitezad ca tulpina
parentald, dar este omorat mai usor de lumina UV decat tulpina
parentalda. Cei doi cercetatorl au conchis ca replicarea DNA are loc
normal, dar ca repararea DNA este defectuoasa. Aceste experiente au
condus la concluzia cad DNA polimeraza I are alta functie decat cea
polimerazica, esentiala in replicare.

¢ DNA polimerazele II si III

In E.coll s-au evidentiat alte doua DNA polimeraze : II si IIl, care se
aseamana cu DNA polimeraza I in mai multe aspecte:
1) catalizeaza sinteza DNA , directlonatd pe un tipar, din
precursori dNTP;
2) este necesar un primer cu o grupare 3'-OH libera ;
3) sinteza are loc in directia 5'-3'
4) poseda activitate 3'-5' exonucleazica.

Pol II si Pol III nu au fost detectate ugor deoarece activitatile lor
combinate reprezintd < 5 % din activitatea Pol 1. Mutantil carora le
lipseste Pol II nu au defecte detectabile, astfel ca functia acestel
polimeraze nu este cunoscuta.

Incetarea replicarii DNA la mutantii pol C sensibili la temperaturd
mal mari a demonstrat ca Pol III este DNA replicaza E.coll. Aceasta
enzima are o structura subunitatara ae® , unde a - este produsul genel
polC si are functie polimerazica ( Tabelul 12) .

Proprietatile catalitice ale Pol III se aseaména cu cele ale Pol I, cu
exceptia faptului ca Pol III este incapabila de a replica un DNA
monocatenar sau un duplex DNA cu crestatura. Pol Il actioneaza in vitro
asupra unor goluri de pe o catend de mai putin de 100 resturl
nucleotidice , o situatie similara cu starea DNA la furca de replicare .
Functia 3-5' exonucleazica care rezidi pe subunitatea ¢ este
responsabilul principal pentru repararea gresell]or din timpul replicarii,
marind fidelitatea acestul proces de circa 200 de orl.
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Tabelul 12 . Proprietatile DNA polimerazelor din E.coli

Proprietatea " Pol I

Pol IT | Pol NI

Masa (KD) I[ 109

Molecule/celula || 400

Numarul de turnover” 600
Gena structurala polA
mutant letal conditional +

polimerizare 3'-5' It

exonucleaza 3'-5' I

+ |+ |+

exonucleaza 5'-3' “

% numar de nucleotide polimerizate intr-un minut
la 37° C de o molecula

Pol III functioneaza in vitro ca o parte a unul complex enzimalic,
subunitar sl labil, holoenzima lui constant din cel putin sapte subunitati
( Tabelul 13) .

Tabelul 13 . Componentele holoenzimei DNA polimerazei I11

Subunitatea Masa(KD) Gena structurala

o 130 polC(dnakg)

g 27.5 dnaQ

0" 10 necunoscuta

T 71 dnazX’

y 52 dnaz®

3 32 necunoscuta |
B 40,6 dnaN

* - componente ale Pol III

L3 subunitatile y sI t sunt codificate de acelagi gena; subunitatea y
cuprinde extremitatea N-terminala a subunitatii « .
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Ultimele patru subunitati actioneaza ca modulatori ai DNA
polimerazet 111. De exemplu, legarea holoenzimei Pol 1II la tiparul primer
necesita hidroliza ATP intr-o reactie care implica subunitatea f§ . Aceasta
subunitate leaga strans holoenzima la tipar formand un complex ce are o
procesivitate limitata, de circa 5000 resturi. Pol III singurd ( aef) nu
hidrolizeaza ATP si are o procesivitate de 10-15 resturi .

¢ Helicaze si proteine de legare

In despiralizarea duplexului DNA sunt implicate trel tipuri de
proteine :
1) Proteinele Rep ;
2) Helicaza II si
3) Proteinele 8SB ( Single strand binding proteins)

care actloneaza concertat intr-un proces ATP dependent. inaintea
avansaril furcil de replicare.

. Proteina Rep, cu o structurd monomera, de 65 KD, este produsul
genel rep din E.coli. Ea separa duplexul DNA prin deplasarea de-a lungul
tiparului catenei leading, in directia 3-5', consumand 2 moli ATP la
flecare pereche de baze separata.

Helicaza I , o enzima de 75 KD, are o actfune similard proteinei
Rep . dar se deplaseaza de-a lungul tiparului catenel lagging ., in directia
5'-3'. De remarcat, ca mutantii rep” prezinta o replicare lenta a DNA, ceea
ce denota ca proteinele rep si helicaza actloneaza impreuna la furca de
replicare, pentru despiralizarea DNA.

Proteinele 8SB care au o structura tetramerd, In care flecare
subunitate are 19 KD, impiedica reanelrea catenelor DNA despiralizate .
Numeroase copil de proteine SSB invelesc cooperativ DNA monocatenar,
mentinand structura monocatenara. DNA trebuie eliberat de proteinele
SSB . inainte de a fi replicat de holoenzima Pol III.

DNA ligaza catalizeazid sinteza unel singure legaturl fosfodiesterice
intre gruparea 3-OH de la capatul unui segment DNA s§i gruparea 5
fosfat de la capatul altui segment, flind implicatd in sinteza normala a
DNA , in procesele de reparare ale acestuia sl in recombinari genetice.
Reactla este endergonica sl necesita o sursa de energie : la E.coli sl alte
bacteril este NAD" , la animale gi bacteriofagul T 4 flind ATP :

NAD* —— NMN' + AMP sau

In Figura 46 prezentam mecanismul de actiune al DNA ligazei .
Enzima nu poate lega doua molecule de DNA monocatenar, necesitand
existenta unui duplex DNA cu o crestatura.
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E—Lys—NH, + N—n—o—p—o—r—o—R—A

| wJ
G 0"
1 NaD*
NMN *
I
+
E—Lys—NH,—P—0—R—A Figura 46.
(l)_ Mecanismul de
. actiune al DNA
ligazei de la E.coli
11
OH \p
2 _/ N
0 O
.LLIJ\ 0\ 0, + E—Lys—NHj
oH \P/
AN
o _
020
P
/ N\
"0 O—R—A

Enzima din E.coli este un monomer de 77 KD, care utilizeaza
energla NAD' , intr-o reactle care consta din tref etape :

1) gruparea adenil a NAD" este transferata la gruparea ¢ -amino
a unul rest de lizind din enzimi, formand un derivat
fosfamidic , ce a fost 1zolat ;

2) gruparea adenil a enzimel activate este transferata la
extremitatea 5-fosfat a crestaturil, forman.d un intermediar
DNA-AMP in care AMP este legat la capatul 5 ,printr-o punte
pirofosfat ;

3) se formeaza o legatura fosfodiesterica prin atacul nucleofil al
gruparilli 3'-OH asupra gruparil 5-fosfat, sudand crestatura
cu eliberarea AMP.
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¢ Replicarea bacterlofagului M 13

Bacteriofagul M 13 are un DNA circular, monocatenar, de 6408
nucleotide ( catena [+]) . Cand infecteaza E.coll, catena [+] este coplata,
sintetizandu-se catena |-] sl aparand formele replicative FR de duplex
efrenlar @ FRII ( cu crestatura) sl FR I ( cu structurd supercoil ) ( Figura
47).

Procesul de replicare a DNA bacteriofagului M 13 reprezinta o
paradigma pentru sinteza catenel leading din duplexul DNA.

Deci, catena [+] a bacterfofagului M 13 intra in E.coli . este acoperitd
de proteinele SSB pe toata lunglmea ef, cu excepifa unui segment
patindromic de 57 resturl nucleotidice ce se constituie intr-o structura
“hairpin”. RNA pollmeraza . asistatd de subunitatea o pentru
recunoasterea situsului de initlere, incepe sinteza unul RNA primer la o

{stantda de sase nucleotide inaintea strueturli “hairpin”, pe care il
extinde pana la 20-30 restur, formand un duplex hibrid DNA-RNA.
Holoenzima Pol 1l extinde catena polinucleotidica de la RNA primer,
formand catena {-]. Primerul este indepartat prin translatia crestaturii,
catallzata de Pol 1, formandu-se forma RF 11, care este apol transformata
in RF I prin actiunea succesiva a DNA lgazel gl DNA girazel .

g

@~3¢¢
vl < Figura 47.
p M Hairpin Sinteza unel
jé\’\//\' ' catene [-] pe
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¢ Replicarea bacteriofagulul ©x174

Bacterlofagul ®x174 are un DNA circular, monocatenar, de 5386
resturi de nucleotide. Transformarea in vivo a DNA viral la forma lui
replicalvd este un proces mal complicat deat cel descris la M 13 sl
necesita participarea unul ansamblu protelc de 600 KD, numit
primosom.

Tabelul 14. Componentele proteice ale primozomului

Proteina Structura Masa (KD) | Molcule/celula
subunitatii
n dimer 14 80
n’ monomer 76 70
n" monomer 17 -
i trimer 22 : 50
DnaB hexamer 50 20
DnaC monomer 29 100
 Primaza monomner 60 50

Replicarea catenei [-] a bacteriofagului ®x174 reprezintd o
paradigma pentru sinteza catenel lagging . Aceasta sinteza parcurge sase
etape : '

1) catena [+] este acoperita de proteinele SSB, cu exceptia unui
segment “hairpin” de 44 nucleotide, situat langa pozitia 2300
O secventa de 55 nucleotide, continand acest “hairpin” este
apol recunoscuta de proteinele n,n’ sl n", care se leaga la
acesta. )

2) proteinele [, DnaB sl Dna C se adaugi la acest complex, intr-
un proces ATP dependent, formand preprimosomul, care
leaga primaza, conducand la constituirea primozomutlui.

3) primozomul se deplaseaza in directia 5"-3", de-a lungul
catenel [+], datoritd hidrolizel ATP, reactle catalizata de
proteina n'. Aceastd deplasare ,cure dizlocuieste proteinele
SSB din calea lui, se realizeazd in directie opusa celei de
citire a tiparulul .

4)la situsurl selectate la intamplare, primozomul prin
componenta primaza sintetizeazd un RNA primer. Initirea
sintezel primerulul necesita participarea proteinei DnaB care
concomitent cu hidroliza ATP modificA conformatia DNA
tipar, la o forma ceruta de primaza.

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



. holoenzima DNA pol IIX
ﬂdw?
< ’ . ‘.

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

9)
Holoenzima Pol
11 extinde
primerii
formand
fragmentele
OKAZAKI.

6) Pol I taie
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DNA.
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sudate de DNA
llaza sI DNA
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structuri
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RF I a DNA
bacteriofagulul
Ox174.

Figura 48.
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Primozomul ramane complexat cu DNA, particlpand la sinteza
catenel [+], care reprezinti un model pentru sinteza catenel leading.
Replicarea catenel

[+] a DNA fagului @

RF I X 174 se realizeaza
asogiat gu primozomul dupa modelul
, ) looped rolling circle .

b proteina .
genei A

ozigibg / . -
: 6

i

Figura 49.
Sinteza catenel
[+ a DNA
fagului @ x
174 prin
modelul - “
looped rolling
circle *.
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In cadrul acestul model looped rolling circle ( Figura 49) se observa
unnatoarele etape:

1) siuteza catenel [+] incepe prin legarea asistata de primozom
a proteinel genei A ( 60 KD) , codificata de fag, la situsul ei
de recunoastere de 30 perechi de baze. Alcl proteina genel A
scindeaza  specific  legatura  fosfodlestericd  ce  precede
nucleotidul 4306 al catenei |+], formand o legatura covaleita
cu gruparea lui S'fosfat, care conserva energia legaturil
scindate.

2) Proteina Rep ataca apol catena [-] la gena proteinet A sl cu
ajutorul  primozomului  asociat  catenel  [+]  incepe
despiralizarea duplexului DNA de capatul 5 al catenel [+].
Catena [+] separatd este acoperitd cu proteinele §8B care
impiedica reanelarea cu catena |[-]. Holoenzima Pol X
extinde catena [+] de la captul ei 3-HO liber.

3) Procesul de extindere genereaza o structura looped rolling
circle in care capatul vechl [+] ramane legat la protelna genei
A, la furca de replicare . Se considera ca vechea catena [+]
disociaza de pe RF, primozomul fiind necesar pentru sinteza
de noi catene |-|.

1) Pentra defloitivarea structurdi circulare, in jurul catenel [-],

~proteina genel A realizeazd din nou o scindare specifica la
orlginea repleéril, formand o legitura covalenta cu capatul
5" al noil catene [+]. Simultan, gruparea 3'-OH terminala, nou
formata a catenel [+] vechi aproape circularizatid ataca
nucleofll gruparea el 5 fosfat atasata la protelna genel A,
ceca ce conduce la eliberarea catenel [+] inchisa. Furca de
replicare contunua deplasarea ei In jurul duplxului circular
producand noi catene [+].

I stadil intermediare ale infectiel ¢ x 174, fiecare catena [+] nou
sintetizata directioneaza sinteza catenel [-] pentru a forma RF [. In stadil
tarzil ale Infectiei, catenele nou formate [+] sunt impachetate in
particulele fagulul.

¢ Replicarea la E.coli

Cromozomul E.coli se replica prin mecanismul bidirectional 6 de la
un singur punct de origine a replicarii. Modelul cel mai plauzibil al
replicarii a fost propus de KORNBERG.

Duplexull DNA este despiralizat de Proteina Rep care actioneaza
asupra tiparulul catenet leading concomitent cu helicaza II si
primozomul care actioneaza asupra tiparulid catenei lagging. Catenele
separate sunt imediat invelite de proteinele §8B. Sinteza catenel leading
este catalizatdi de DNA Pol III, ca si catena lagging dupa legarea
primazei asoclate la primozom. Se considera ca sinteza ambelor catene
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Figura 50 . Replicarea DNA E.coll

[ @) Replisomul DNA E.coli care contine doua holoenzime ale DNA
polimerazei 1l sintetizeaza ambele catene leading si lagging. Tiparul
catenei lagging trebuie sa fuca o bucla pentru a permite holoenzimel sa
extinda complexul cutenei lagying primozom; b) Holoenzima elibereaza
tiparul catenel lagging cand ea intalnegte fragmentul OKAZAKI anterior
sintetizat. Aceasta semnalizeaza primosomului sg inifieze sinteza RNA
primer al catenei lagging; ¢) Holoenzima releaga tiparul catenet lagging st
extinde primerul RNA pentru a jorma un nou fiagment OKAZAKI. In acest
model, sinteza catenel leading are loc inaintea sintezei catenei lagging| .

88

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



leading 1 lagging are loc pe o singurd particulda multiproteica,
repilsomul, dar tiparul catenei lagging face o bucla in jurul ei. Dupa
terininarea sintezel unui fragment OKAZAKI , holoenzima catenei
lagging se reorlenteazad spre un nou primer langa furca de replicare,
primerul din capul fragmentului OKAZAKI, anterior sintetizat, este
excizat prin tranzlatia crestaturii, proces catalizat de Pol I si crestatura
este sudata de DNA ligaza ( Figura 50).

¢ Initierea replicaril

Originea replicarli in cromozomul E.coli constd dintr-un segment
unic de 245 perechi de baze . cunoscut sub numele de locus oriC.

Bazat pe un numar mare de experien(e , KORNBERG a propus un
inodel pentru initierea replicarii la  E.coll care are loc in mai multe
etape:

1) Proteina Dma A (52 KD) recunoaste si se leaga la un
segment din locusul oriC de 9 perechi de baze care se repeta
de patru orlin prezenia proteinei HU, de tip histona. Se
formeaza un complex al oriC supercoil negativ care inconjura
un miez central de 20-40 monomerl al proteinei DnaA.

2) Subunitatile proteinel DnaA “topesc” ‘succesiv trei
segmente care se repetd in tandem, de 13 perechi de baze,
bogate in AT, localizate la stanga zonel oriC . cu formarea unui
complex deschis de 45 perechi de baze ., a carul existenta a
fost demonstratd prin sensibilitatea lui la nucleaza P 1 o
endonucleaza specificA pentru structuri monocatenare.
Formarea complexului deschis necesitid prezenta proteinel
DnaA st a ATP , pe care DnaA il leaga puternic si-1 hidrolizeaza
la temperaturi peste 22° C ( in vitro ).

3) Proteina DnaA orienteazd legarea proteinelor Dra B si Dna
C spre regiunca topita pentru a forma complexul de
preincércare ( prepriming) .

4) In prezenta proteinelor SSB sl girazed, proteina DnaB cu
activitate helicazicd despiralizeaza DNA din complexul
prepriming in ambele directli pentru a permite intrarea
primazei $1 RNA polimerazel.

Replicarea cromozomulul E.coli este inalt controlatd avand loc
numai o data la flecare diviziune celularad. Timpul de dedublare al E.coli
la 37 ° C variaza cu conditlile de crestere, de la mai putin de 20 minute,
la circa 10 ore. Daca viteza de deplasare a flecarei furci de replicare este
fixa ( 850 nucleotide/secundd), tinand seama ca la E.coli cromozomul
are 4 x 10 © perechi de baze , durata replicarii intregului cromozom

t
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( C) este de 40 minute. Segregarea componentelor celulare si
formarea septumulul intre ele, care trebuie sa preceada diviziunea
celulara necesita un tmp constant D de 20 minute, dupa care are loc
completarea replicarii circulare a cromozomului. Celulele cu timpi de
dedublare C+D mal mici de 60 minte trebuie sa initleze replicarea
cromozomului inainte de sfarsitul ciclului de diviziune celulara
precedent. Pentru a explica timpul de diviziune celulara de circa 35
minute cromozomii trebuie sa aibd mai multe furci de replicare.

In mod cert existd un semnal care initiaza flecare ciclu de replicare
al cromozomului, dar natura lui este inca necunoscuta. Totugl observatil
de la E.coli ca:

1) secventa repetitiva de 13 perechi de baze a oriC incepe cu
structura GATC ce are baze metilate ;

2) bacteria defectivi In enzima care metileazi secventa GATC
sunt ineficiente in transformarea plasmidelor continand oriC

sugereaza ca inductorul replicarii DNA in E.coli raspunde la nivelul
metilarii locusului oriC.

Existd dovezi morfologice ca la E.coli cromozomul este asoclat cu
membrana celulara, asociere ce  permite, probabil, segregarea
cromozomilor replicati in celule diferite in cursul diviziunii celulare. Nu
existd cu toate acestea o dovada directd cd un anumit component
membranar este necesar pentru replicarea DNA.

¢  Terminarea replicarii

Sunt putine date privind terminarea replicaril la E.coli. Este stiut
ca terminarea are loc intr-o regiune specifica a cromozomului, locusul
terC, dupa o jumatate de parcurs in jurul cromozomului, fata de oriC,
unde cele doua furci de replicare se intalnesc.

¢  Fidelitatea replicarii

Faptul cd mai mult de 20 proteine si enzime actioneaza coordonat in
procesul de replicare al DNA E.coli if asigura fidelitatea copierli mesajului
genetic.

Vitezele reversiei unui mutant al E.coli sau a unui fag T 4 la tipul
salbatic indica faptul ca poate avea loc numai o imperechiere gresita la
108-109 perechi de baze replicate.

O asemenea fidelitate in replicarea materialului genetic poate fi
asigurata prin :

1) functiile 3'-5' exonucleazice ale Pol I si Pol III care detecteaza
sl elimina erori ocazionale in functiile lor polimerazice;
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2) Incapacitatea unel DNA polimeraze de a initia sinteza unel
nol catene DNA , deoarece inscrarea primelor nucleotide se
reallzeazd cu mari erori datoritd lipsel cooperativitatil intre
perechile de baze RNA primer flind scindat si inlocuit ulterior;

3) sistemul complex de sintezad discontinuad a catenel lagging
ofera o posibilitate de marire a fidelitatll replicarii.

¢ Replicarea DNA eucariotic

Exista similitudin{ intre mecanismul replicirii DNA la procariote si
la eucarlote, dar existad gi diferente datoritd complexitatli materialului
genetic la eucarlote.

Ciclul celular este o secventa generald de evenimente ce are loc in
timpul vietif unei celule eucariote gi poate fl divizat in patru faze distincte
( Figura 52) :

Figura 52

Ciclul
celulel
eucariote

1) Faza M ( mitoza ) in care are loc mitoza si diviziunea
celulara ( circa o ora);

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

3) Faza 8 pentru sinteza, unica perioada ciand este sintetizat
DNA ( de circa 6-8 ore) ;

4) Faza G-2, In care celula tetrapoloidd se prepara pentru
mitoza ( 2-6 ore), de a incepe un nou ciclu celular.

In faza G -1, cantitatea de DNA este 2 C, nu are loc sinteza de acizi
nucleicl. In faza S , cantitatea de DNA devine.4 C, cantitate care se
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mentine si in faza G-2. In afara celulelor la care ciclul de diviziune se
desfagoara normal, exista sl celule In rapaus (in faza Go).

Ciclul celular pentru celule in culturd dureaza 16-24 ore. Durata
ciclului celular pentru diferite tipurl de celule dintr-un organism
multicelular poate varia de la 8 ore la mai mult de 100 zile. Majoritatea
variatfilor apar in faza G-1. Multe celule diferentiate final, ca neuronii
sau celulele musculare nu se divid si intra in faza Go.

Decizia ireversibila daca o celula prolifereaza este luata in faza G-1.
Perloada Go se poate instala daca, de exemplu, nu exlsti substante
nutritive sau daca celula este in contact cu alte celule ( inhibifia de
contact). Invers, sinteza DNA poate fl indusa de diferiti agenti cum sunt
substantele carcinogene sau virusurlile tumorale care induc proliferarea
necontrolata a celulei, prin indepartarea chirurgicald a unuli tesut ( cand
are loc regenerarea lul rapida) sau cu proteine mitogene care se leaga la
receptorii de suprafata si induc diviziunea celulara.

Celulele in crestere contin factori citoplasmatici ce stimuleaza
replicarea DNA, a caror mecanism de actiune este insuficient cunoscut.

® DNA polimerazele eucariotelor

Celulele animalelor contin cel putin patru tipuri de DNA polimeraze
distincte: o ,p .,y si$ (Tabelul 15)

Tabelul 15. DNA polimserazele eucariotelor

Tipul —-‘3‘_,,_—— B y _ 5
Localizare e smacleu | nucleu mitocondrie | nucleu I
Masa (KD) ___ 1120-220 [30-50 |150-300 | 140-160 |
Inhibfitori R Il
AFIDICOLINA 1+ - - +
DIDEOXI NTP | slab puternic | puternic slab
ARABINOZIL NTP ‘ puternic | slab slab puternic "
N-ETILMALEIMIDA wmlc slab puternic putern‘lc=JJ

Functiile lor au fost elucidate prin raspunsurile diferite la inhibitori.
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DNA polimeraza « ,care apare aproape in toate celulele participa la
replicarea DNA |, rol evirdentiat prin studifi cu un inhibitor specific :
afidicolina sl piin observatia ca activitatea DNA polimerazeif o  variaza
cu viteza proliferarii celulare. Aceastd enzima multisubunitard ( patru
tipuri de subunitati la Drosophila, cinci tipurl in ficatul de sobolan)
replica DNA prin adaugarea la un prmer in directla 5'-3 de
deoxiribonucleotide pe baza informatiei unui DNA morocatenar. DNA
polimeraza o este puternic asociata cu activitatea primazei. dar pierde
activitatea exonucleazica, astfel ca etapele de: corectie sunt reanzate prin
alte mecanisme.

DNA polimeraza § , o enzima nucleara cu sensibﬂltétl 'la inhibitori
similare cu cele ale DNA polimerazei « , difera de aceasta prin faptul ca
plerde primaza asociata sl ca prezintd o activitate 3'-5-exonucleazica
corectoare. O alta diferenta este cA DNA polimeraza & are o procesivitate
practic nelimitata. putand replica intreaga lungime a tiparului in timp ce
DNA polimeraza . o are o procesivitate moderatd ( de circa 100
nucleotide). Se considerd ci DNA polimeraza & este replicaza catenel
leading ( care necesitd o inaltd procesivitate $i numai ocazional este
necesara prezenta unui primer), in timp ce DNA polimeraza o este
replicaza catenel lagging, care necesita realizarea frecventa a initierii cu
RNA si o procesivitate limitata.

DNA polimeraza f} este remarcabila prin marimea ef mica. Functia
biologica a acestei enzime nucleare nu este cunoscuta desi observatia ca
nivelul el de activitate nu variaza cu viteza cresterii celulare sugereaza ca
ea participa la pocesul de reparare a DNA.

DNA polimeraza y apare numai in mitocondrie unde probabil replica
DNA mitocondrial. Cloroplastele contin o enzima similara.

Sistemele de replicare a DNA eucariotici si procariotici. difera in
special prin aceea ca la eucariote cromozomii au multiple origini de
replicare in contrast cu originea unicd din cromozomii procariotelor.
Studifle autoradiografice de masurare a lungimii DNA prin pulse-labeled
au aratat ca DNA polimeraza o sintetizeaza DNA cu o viteza de circa 50
nucleotide/secunda , de aproximativ 20 orl mal lent decat DNA
polimeraza procariotelor. Deoarece un cromozom eucariotic contine de
regula de 60 orl mai mult DNA, replicarea bidirectionata de la o singura
origine ar dura o lund. Micrograflile electronice alr cromozomilor
eucariotici au aratat ca acestia contin mai multe origini ., una la fiecare
3 - 300 Kb in functie de specie gi tesut, astfel ca faza S are loc numai in
cateva ore.

Observatiile citologice indicad faptul cad diferite regiuni ale
cromozomului nu sunt replicate simultan ci are loc activarea
concomitentd a unor clustere de 20-80 repliconi ( unitati de replicare,
care flecare au o origine). Noi repliconi sunt activati in timpul fazei S
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care flecare au o origine). Nol repliconi sunt activatl in timpul fazef S
pana cand ntregul cromozom este coplat.

Replicarea unel unitath replicon  este indusa  de  transcripiia
primerulul, care este sub controlul segimentelor enhancer asociate cu
originea. Segmentele din DNA enthancer regleaza Initlerea transcriptiel
prin tutermediul fuctortlor de transeriptie, proteine care sthuuleaza RNA-
polineraza. Factorl de transcriptie (esut-specitici $1 specifici clelulul
celular pot comuta intre diferitif repliconi.

® Transcriptaza inversa

Retrovirusurile , care sunt virusuri ale eucariotelor care contin
RNA  ( virusurl tumorale, virusul imunodeficientef umane HIV) congin o
DNA polimeraza RNA-dependentd (p.47) . Aceasta transcriptazad
inversd ce a fost descoperita in 1970 de TEMIN si BALTIMORE
actioneaza similar Pol I, sintetizand DNA in directia 5-3' pornind de la
un priwer, tiparul fiind RNA.

Transcriptazele inverse din virusul mieloblastozel aviane si din

virusul sarcomului ROUS sunt dimeri aff  cu mase ale subunitatilor de
65 st 95 KD. Aceste enzime au doud activitaii enzimatice in plus:

1) exoribonucleazicé , prin care degradeaza specific RNA din
hibridul RNA-DNA ( RNaza H, de la hibrid) :

2) o activitate DNA polimerazicd DNA dependenta.

In timpul infectiei virale cu un retrovirus, transcriptaza inversa
transcrie RNA viral pe o catena complementara ¢cDNA formand un hibrid
RNA-DNA , dupa care enzima degradeaza RNA si replica cDNA formand
duplexul DNA care este responsabll pentru infectia virala din gazda.

Transcriptaza inversa este un adevarat instrument in cercetarile de
Inginerie genetica datorita capacitatii el de a copia mesajul de pe mRNA
pe cDNA.
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6. MUTATIILE SI REPARAREA DNA

Una dintre necesitatile fundamentale pentru ca o structura sa aiba rolul
de depozit permanent al informatiel genetice este extrema ei stabilitate din
punct de vedere al continutulud in baze, al secventel . etc  Desi in  mod
normal, DNA este o molecula stabild , ea nu este inerta chimic , existand intr-
un mediu reactiv cu o multime de agenti fizici sau chimicl care pot provoca
modificarea sau indepartarea bazelor, scindarea legaturilor fosfodiesterice,
legarea covalenta a catenelor intre ele, etc. . Supus radiatiilor UV, are loc
modificarea bazelor, legaturilor oza-fosfat.

Erori pot apare, de asemenea, in timpul proceselor de replicare si
recombinare , conducand la o incorporare eronaté a unela sau mai multor baze
intr-o noua catena . In majoritatea cazurilor sunt necesare cateva cicluri de
replicare a DNA inainte ca o modificare in structura unef baze sa conduca la o
leziune ireversibila .

dezaminare, l-areplicare, 2-a replicare, |
%.‘. » U G » U A = ’PA

Utilizarea catenei cu defect ca tipar extinde defectul de la nlvelul unel
singure baze la modificarea completa a unei perechi de baze, far urmatoarea
replicare stabilizeaza modificarea.

Deoarece proprietatile celulelor organismelor vii depind de secventa DNA
din genele lor. modificarile ireversibile ale catorva perechi de baze din DNA
provoaca schimbari substantiale in organismul corespunzator. Aceste
modificari numite mutatii pot fI ascumse sau vizibile, ultimele flind
exprimate fenotipic.

O mutatie este o modificare stabila in structura DNA, si este frecvent
exprimata ca o modificare fenotipica in organismul corespunzétor.

In functie de originea lor. mutatiile pot fl clasificate in : 1) substitutii de
baze si 2) mutatil frame shift cu deplasarea cadrului de citire a informatiel
genetice.

Substitutiile de baze potfl:

1) tranzitii ( substitutia unei perechi de baze purina-pirimidina ( Pu-
Py) cu alta pereche de baze Pu-Py sl

2) transversii ( substitutia unei perechi de baze Pu-Py cu o pereche
de baze Py-Pu) :

-G-C-A-C- -G (, G-C- : -G- C-A—C- - G-C- T-C-
Ol TG -C G C-G- -C-G-T-G- = C-GrA G-

tranzitie transversie

Mutatiile frame shift sunt mal radicale flind :

1) imsertii ( inserarea unel nol perechi de baze) si deletii ( disparitia
unei perechi de baze) :

)
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—G-C-A—C- insertie -G-C-A-T-C- delete -G- C C-
B C-GT-AGT" .C-6-6G-

¢ AGENTI MUTAGENI

Iradierea i anumiti compusi chimici sunt principalii mutagenti ; rareord,
incorporarea gresitd de baze de catre DNA polimeraze conduce la mutatii.

Mutatii chimice ale bazelor. Bazele DNA sunt sensibile la actlunea
diferitelor substante chimice : HNOg9, NH9OH, diferifi agentl de alchilare ca

dimetil sulfatul g1 N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina.
HNOo, produce dezaminari :

NHy; (o] NH, (o]
N, N
e GpeUl
citozina " uracil '~ adenina hipoxantina

Aceste mutatii conduc la ruperea puntilor de hidrogen din duplexul DNA.

Dezaminarea guaninei la xantind nu-
are niciun efect asupra capacititli de a

forma punti de hidrogen, deoarece xantina
formeaza pereche cu citozina ca sl >»~o. HN >
guanina.

guaxnna xantina
Hidroxilamina da reactu de adlue

nucleofila la dubla legatura C® =C°* a NH, NHs
citozinef: /K /l\
. j\ mnnnu j‘\ /E”'
d T/ d 'i‘ i;NHOH
R R

Dimetil sulfatul alchileaza

o o ?H ot (o] 3
T X LT
= +
H.NAN I H.N)\N r|4 H,N)\N N
A :

Guanina . " 7-metil-guanina

gtnina @
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Formarea unui atom de azot cuaternar destabilizeaza legatura glicozidica
sl elibereaza deoxiriboza.
lin peneral, agentil de alchilare pot afecta structura bazelor, pot
conduce la ruperea legiaturtlor fosfodiesterice sl la fragmentarea catenel DNA,
pot interacilona covalent cu ambele catene formand legaturl intercatenare.

De asemenea, bazele DNA pot fi modificate ca rezultat al reactiflor
spontane in absen{a reactivilor chimicl. De exemplu, adenina poate suferi
dezaminarea hidrolitica la hipoxantna :

®

H\ N,/H \H ‘\b
. N RO NG \ N
Iﬁ>LL ﬁI>
. N rl\l

|
R
adenina hipoxantina

Mutatii sub actiunea radiatiilor. Radiatiile X gl UV genereaza mutatil
in cel mai mare grad.

In mod nonnal, la echilibru, bazele exista in formele ceto sau amino gt
numai micl canttat! existi in forma enol sau imino :

H H H
o - N N
H
HA — N ! N/L 4 Ny
1 )Jj I Dy—= D
g N ng” N i Y NN
H H
forma ceto forma enol forma amino forma imino
a uracihulud a adeninel

Energla radianta absorbitd de baze tinde sa deplaseze echilibrul spre
formele minore, care nu stabilesc puntl de hidrogen cu bazele partenere. De
exemplu, forma irnino a adeninel stabilegte punti de hidrogen cu citozina (A C)
si nu cu tmina. Existenta unor cantitatl crescute de forma enol a bazelor in
momentul replicaril creste frecventa mutatiilor in catena DNA nou sintetizata.

Expunerea DNA la o energle radianta mare ( y sau X) poate conduce la
modificar! directe in structura bazelor. Intermediarii produsi prin repulsie de
electroni pot fi rearanjafi conducand la deschiderea heterociclurilor bazelor si
ruperea legaturllor fosfodiesterice. In prezenta oxigenului au loc §i alte reaciil
producand o varietate de produsl de oxidare.

Iradierea cu raze X afecteazd in special bazele pirimidinice, care
dimerizeaza.

Erorile DNA polimerazei. Cand deoxinucleozid trifosfatii (ANTF) sunt
accesiblll, DNA poliinerazele DNA-dependente functfoneaza cu o mare
specificitate. Insa DNA polimeraza RNA-dependenta, asociata cu un virus care
produce o forma de leucemie la pasari realizeaza numeroase erori in selectarea
nucleotidelor complementare tiparulul. Este aleasa gresit o baza la circa 1000.
Mai mult, majoritatea DNA polimerazelor sunt incapabile de a distinge intre
dNTP normali si analogii structurali. De exemplu,, 2-amino purina poate fi
Incorporata in locul adeninel, facand pereche cu citozina .
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Un alt exemplu este cel al 5-brom uracilului , care este incorporat in locul
timinef. Echilibrul enol ceto pentru aceste doua baze conduce la formarea
intr-o proportle mal mare a formel enol a 5-brom uractlulud decat in timina.
Acest fapt apare datorita caracterului electronegativ al bromului. Forma enol a
5-brom uractlului formeaza pereche cu guanina, conducand la o tranzitie:

tranzitie
AT—————GC

Anumifi compusi organici care au nuclee aromatice si au structurl
coplanare cu dimensiuni apropiate bazelor pot fl Inserate intre perechile de
baze ale duplexulul DNA. Acest Bromuia de etidtum
proces este numit intercalare.

In cursul intercalarili, perechile

de baze din DNA sunt
distantate permitand inserarea
nucleului intercalat sl !
provocand alungirea
duplexulud. Continuitatea
secventelor de baze in DNA este
intrerupta si citirea bazelor de
catre DNA polimeraza produce |
o catena noud datoritd &
deplasarit citirii mesajulul . C-AE -
genetic. Acridina g bromura :

de etidium sunt substante de

intercalare care produc mutatii frame shift.

¢ Mecanisme de reparare

Orlice leziune in structura DNA este reparata rapid, pentru mentinerea
mesajulul genetic, prin mecanisme similare la E.colf si la eucarliote.

1. Repararea prin inversarea directa a leziunii

= Fotoliza dimerilor pirimidinici

Radiatiile UV (200-300 nm) induc formarea unui inel ciclobutil intre

e resturd de tmina
| adiacente, de pe acelasl
| catend DNA, formand un

amei g dimer timinic .
Ta==A
T == A
ASz=T ‘ Figura 53.
Dimerizarea resturilor de
! ! ! ' timina adiacente

Q &
D
__—N 0
H CHy
Of
Jy —"{
_—N{ o

N o
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Similar, citozina formeaza dimeri timina-citozina, dar cu viteze mai micl.
Astfel de dimeri pirimidinic! distorsioneaza local structura dublu catenara a
DNA. impiedicand wtilizarea lul ca tipar in transcriptle gl replicare (Figura 53).

Dimerii pirimidinict pot fi scindati la formele monomerice prin actiunea
unel enzime ce absoarbe lumina, numitd enzimi de fotoreactivare sau
fotoliaza. Enziina din E.coll are 35 KD ¢f se leaga la dimerii pirimidinict fntr-
un preces ce poate avea loc ¢ 1a intuneric, dupa care absoarbe lumina de 300-
500 nm in prezenta unor agentl cromoforl ( FADH, sl pterineil) legati
necovalent, scindand dimerul . )

= Indepértarea radicalilor alchil din duplexul DNA

Expunerea DNA la agentl de alchilare de tipul N-metil-N'-nitro-N-
nitrosoguanidingd (MNNG) produce resturi

de 0S-metil guanini .Formarea acestor ' H
derivatl este mutagena deoarece la replicare . e
produc Incorporarea T in loc de C: O,N-NH-C-N-N=0O

N OmH— N

guanina ﬁN—HIu citozind
—-Hn

lmetilare
rN 0—CH,;0,  CH,

0%metil !
g\’xaninﬁ N /N mH—(}— timina

—Hmn

!

Leziuniie cu O6-Metil -guanina st O6-Etil-guanina din DNA E.coli si din

celulele mamiferelor sunt reparate cu 06-metil guanin-DNA- mnaetil
transferaza, care transfera direct gruparea alchil la unul din resturile el de
cistefna:

/ e Oys—8—{oH,
OH, oy inactive
i - N activa inactiva-
JN\ K e HN N

BTN i metil transferaza H,NJ\N !?

O° metil guanin nucleotid guanin nucleotid

Reactia inactiveaza proteina, care nu poate fi strict clasificati ca enzima.
Reactla alchil transferazel este foarte mult studiatd deoarece carcinogeneza
Indusa de agenti de alchilare este corelatd cu o reparare deficienti a leziunilor

06-alchil- guanina.
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2. Repurarea prin excizie
= cu enzima multisubunitard Uvr-ABC endonucleaza

Dimerii pirimidinici pot fl indepartati $i prin actlunea a trel activitati
enzimatice. Prima este de fapt un complex enzimatic multisubunitar constand
din proteine codiflcate de genele wvrABC ,numit UvrABC endonucleaza. De
fapt, complexul enzimatic scindeaza printr-un proces ATP dependent catena
DNA cu leziune la doua situsurl, cu opt nucleotide inaintea dimerului pe
partea 5' ¢ cu patru nucleotide dupa dimer pe latura 3'. Oligonucleotidul de 12
resturl scindat difuzeaza. DNA polimeraza I umple golul sf DNA ligaza sudeaza
crestatura ramasa.

UvrABC endonucleaza scindeaza si alte tipuri de leziuni din DNA,
caracterizate prin deplasarea bazelor de la pozitille lor normale sau rezultate
din adaugarea unui substituent voluminos in structura bazel. Capacitatea
catalitica a UvrABC endonucleazel este marita de distorsionarea helixulul gi
nu de recunoagterea unor grupari particulare ( Figura 54) .

I L . lgwa 54 Repararea
. l Uvr ABC ajutorul UvrAlIB)C endonucleazei.
endonuc]‘..eaza
D 3

T T e T

Pol I |
DNA ligaza * Q

I? ” l ” [ [ l".l"l"[l LETEEELL HTE

l La oameni, maladia

: ereditara xeroderma
pigmentosum ( xeros - uscat ;
derma - piele, in greacd) este
rezultatul incapacitatli celulelor pielil de a repara leziunile induse de UV in
DNA. Indivizli care sufera de aceasta tard autosomala recesivda sunt extrem de
sensibili la lumina soarelul. In timpul copilariel, el prezintd modificari
marcante ale pielii ca : uscarea, pistruierea excesivd, keratoza , ca gl leziuni la
nivelul ochilor cu ulcerarea corneel. Ei dezvolta cancere ale pielil, fatale.
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= cu DNA glicozilaze, endonucleaza AP

DNA cu o leziuni poate reparat prin excizie cu participarea unel
varietatl de enzime. Celulele contin DNA glicozilaze care scindeaza specific
legatura glicozidica a nucleotidului modificat, eliberand baza azotatd modificata
Astfel de situsurli apurinice sl apirimidinice (AP) pot fl, de asemenea,
generate in conditil fiziologice normale prin hidroliza spontana a unel legaturi
glicozidice. ‘

Restul de deoxiriboza este apol scindat pe o parte de o AP endonucleazi,
resturile de deoxiriboza, lar pe cealaltd de exonucleaze celulare. Golul este
umplut de DNA polimeraza gl crestatura este sudata de DNA ligaza .

Studiile de dezaminare a citozinei au aratat ca uracilul este o baza inalt
mutagena. Cand apare in DNA, U este scindat de uracil-N-glicozilaza, fiind
apoi inlocuit cu C prin mecanismul repararii prin excizie.

Uracil N-glicozilaza are si o alta functle importanti in replicarea DNA.
dUTP este un intermediar in sinteza dTTP. DNA polimerazele nu discrimineazi
suficient intre dUTP §1 dTTP s! in cluda concentratiel mici de dUTP in celula,
apare posibilitatea inseraril gregite a U ( Figura 55).

b

al e[ [x

a| [€] |a] |a
K 2 |

i
©_JO

1<)
a

> -

A
7]

Uracil DNA

<E\\ glicozilaza

ol Ic] 1] [l Figura 55.

H cl la| [al ]a Repararea DNA cu
uracil DNA glicozilaza

=
[~E[=)

e

\\ endonucleaza

T

=
o

-] >
[o]

]
5 o

[l [3)

A

., DNA pol +
- DNA ligaza

=
o

2 >
1=

5 o

o |

G
-
C

3. Repararea prin recombinare

DNA cu leziuni poate suferl replicarea inainte ca leziunea si poata fi
ellminatd de sistemele de reparare descrise anterior. Replicarea DNA
continand un dimer pirimidinic poate fl interupta de distorsionarea tiparului sl
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poate fl reinitiatad la o anmita distanta de situsul dimer. Catena fiici rezultati
prezintd un gol in pozitia opusa dimerulul pirimidinic.O astfel de leziune poate
fl reparata prin recombinare ( reparare post-replicativd) , cand se transfera
segmentul de pe catena parentala intacta pe catena cu defect ( Figura 56).

* T I v o

5 un dimer pin.midinic

replicare ‘
/<I]7N tala
T ot ies a

LARERARARR RN

recombmare """ L
reparare

Lll!llll lb duplex DNA normal

—catena parentala
—catena .fiicd reparata

t[” l ] l ! H ),LLL]_[J (| TTT r_patena fiicd normala

catena parentala cu gol

umplere si l
sudare :

DNA cu dimer pirimidinic

! ' I I I l ' HI Ll luuu'-l I;'l ,' . duplex DNA nc')rmal

Figura 56 . Mecanismul repararii DNA prin recombinare

¢ Riaspunsul SOS

Agentii care produc leziuni in DNA ( radiatiile UV, agentii de alchilare,
agentii de inretelare) induc un sistem complex de modificari celulare, care la
E.coli este numit rispunsul SOS.

O celula de E.coll confine in mod normal cateva copili moleculare ale
proteinei recA. S-a observat ca o leziune la nivelul DNA induce sinteza unui
numar de 100 orl mai mare de copii moleculare ale proteinei recA ,precum sl
a altor 15 proteine. In mod normal, sinteza mRNA care codifica aceste proteine
este blocata de o proteind represor lex A (22 KD) . Analize genetice au aritat
ca LexA functioneaza ca un represor al unul numar de operoni, incluzand s pe
acefa al genelor recA s lexA.

Complexul format intre segmentul monocatenar al DNA cu recA
hidrolizeaza o legatura Ala-Gly din structura proteimei lex A, anulandu-i
capacitatea de a bloca transcriptia. Distrugerea represorului lexA conduce la
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sinteza crescuti a proteinel recA, a protenelor 88B , a complexlui UvrABC
gl a nucleazei care scindeaza dimerii timinel .

S-a observat ca mutanii al E.coli la nivelul genelor recA sau lexA prezinta
acest raspuns SOS in mod permanent.

¢ Identificarea carcino_ggnilor

Multe forme de cancer ( circa 80 %) sunt cauzate de expunerea la
anumiti agenti chimict ( carcinogeni). In carcinogeneza, evenimentul primar
esle lezarea DNA. Substantele cancerigene induc raspunsul 808 la bacterii gi
actloneaza ca agentl mutageni indirectl. De fapt, exista o inalté corelatie intre
carcinogenezi gi mutagenezi.

Exista teste standard , efectuate pe animale , pentru testarea efectulud
posibil carcinogen al unor substante ( chiar medicamente), care dureaza clrca
trel anl.

AMES a prezentat o metoda pentru testarea carcinogenezei bazata pe
corelatia carcinogeneza-mutageneza. Pentru testare se folosesc tulpinl de

Salmonella typhimurium His" ( nu pot sintetiza histidina ,decl nu pot trat in
absenta acestui aminoacid ). cu anvelopa celulara lipsitad de polizaharidul care
confera bacteriel impermeabilitate fatd de multe substante sl cu un sistem de
reparare prin excizie inactivat. Mutageneza, in aceste tulpini, este indicata de

reversarea lor la fenotipul His+.

In testul AMES, circa 109 bacteril sunt pulverizate pe o placa cu mediul
de cultura fara histidina. Un agent mutagen introdus in mediul de cultura

provoaca revenirea unui numar de bacterli la fenotipul His* care este detectat

ugor prin aparitia la 379C dupa doua zile unor colonii vizibile. Mutagenicitatea
unel substante este calculata in functie de numarul coloniilor care apar, prin
comparatie cu un experiment din care lipseste agentul mutagen.

Multe substanfe necarcinogene sunt transformate in substanie
carcinogene in ficat si in alte tesuturl printr-o varietate de reactii de detoxiflere.
Daca se supun mici volume de homogenate hepatice testulul AMES se poate
aproxima efectul metabolizarii lor.

S-a stabllit o buna corelatie ( cca 80 %) intre rezultatele testului AMES
gl al experientelor pe animale privind corelatia carcinogeneza-mutageneza a
unor compusi. Curbele doza-raspuns, care se traseaza In testarea unul
compus dat la diverse concentratil sunt aproape totdeauna lineare, aratand
neexistenta unel concentratli prag de mutageneza.

O serie de compugi pe care oamenii il folosesc curent s-au dovedit
mutageni prin testul AMES si carcinogeni prin testele pe animale. Aflatoxina B
1, produsa de mucegaluri ce tralesc pe cereale s-a dovedit unul dintre cei mai
potenti carcinogeni testati. Alimentele brunificate sau carbonizate ce apar in
carnea flarta sau painea prajita contin o varjetate de produsl ce produc leziuni
la nivelul DNA.
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7. TRANSCRIPTIA

Expresia Informatiel genetice continuta intr-un segment de DNA este
transerisa in structura diferitelor tipuri de RNA. Cu exceptia RNA genomului
anumitor virusurl, toate moleculele de RNA sunt dertvate din Informatia
stocata in DNA . Sinteza macromoleculelor ce RNA directionati de DNA poarta
denurmirea de tranecriptie. Procesul de transcriere a mesajulul genetic de pe
DNA pe RNA are loc in tref etape distincte : ini{ierea , alungirea si terminarea
transcriptiel.

Astazi se cunoagte ca macromoleculele de RNA au nu numal functi
informationale ci si catalitice, participand la procesul complex de maturare al
transcriptului RNA primar.

°

¢ RNA polimeraza procariotelor

La procariote exista o singura enzima care sintetizeaza toate speciile de
RNA cu exceptia RNA primeri implical in replicare .Enzima -catalizeaza
condensarea ribnucleozid trifosfatilor cu ellberare de pirofosfat intr-un proces
dependent de fonif de Mg ** ( p.50). Fiecare nucleotid din RNA nou format este
selectat pe baza interactiilor dintre perechile de baze WATSON-CRICK :
resturile uridilat (U ) sunt inserate in RNA in pozitii opuse resturilor de adenilat
(A) din catena tipar DNA ; resturlle de guanilat (G) sI citidilat (C) de pe DNA
specifica C sl respectiv G In noua catena a RNA :

5 GCAATTCGATC 3 catena (+), non-tipar, non-sense a DNA
3’ CGTTAAGCTAG 5’ catena (-) ,tipat , sense a DNA

5 GCAAUUCGAU 3’ catena nou formatd a RNA

RNA polimeraza de la E.coll are o masa moleculard mare, de 480 KD, un
diametru de circa 100 A, flind totusl o enzima solubila.

Dupa cum deja s-a ardtat RNA polimeraza are functii multiple :

1) selecteaza corect ribonucleozid trifosfatii conform informatiel
genetice inscrise in DNA sl catalizeaza policondensarea lor in directia
5-3', enzima deplasandu-se unidirectional de-a lungul tiparului ;

2) copie mesajul de pe o singurd catenda a duplexului DNA tipar,
numitd catena sense sau (-) , in flecare cromozom flind utilizate ca
tipar gene de pe diferite catene ;

3) recunoaste gl se leaga la situsuri specifice ( situsuri promotor )
de pe molecula DNA ( la E.coli exista circa 2000 situsuri promotor la
un genom de 4 x 10 © perechi de baze ) ; secventele reglatoare in

" transcriptie prin conventie sunt descrise ca secvente ale cateni non-
sense ;

4) depliaza partial DNA pentru a produce un tipar monocatenar;
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5) Interactioneaza cu proteine activator sau represor ce moduleaza
vileza transcriptief;

6) sintetizeaza RNA primer esential pentru tranzlatie ;

7) recunoaste semnale de terminare flind implicata gl in terminarea
procesulul de transcriptie dupa copierea genet ;

8) neavand actlvitatea 3'-5 exonucleazica fidelitatea transcriptlel este
mal mica decat cea a replicarii; frecventa erorilor flind de o baza
incorporata gresit la 10° - 10 ° transcrise.

Complexitatea activitatit RNA polimerazel se reflectd in structura el
cuaternara. Holonzima izolata de la E.coli are o structura oligomera ( Tabelul
16 ) cu compozitia a, Bp'c.

Tabelul 16. Structura subunitard a RNA polimerazei din E.coli

Subunitatea !| Masa moleculara (KD) | rolul
o 37 necunoscut

151 subunitatea cataliticd, cu
rol in formarea de legaturl
fosfodlesterice

"ﬂ 156 legare la DNA tipar

o 70 recunoaste promotorul si
Initiaza sinteza

RNA polimeraza fard subunitatea ¢ este numitd core polimeraza gi desi
este Implicata in procesul de policondensare ( procesivitate ) nu este capabila
de a initia transcriptia.

Subanitatea ¢ permite holoenzimel sa se deplaseze rapid de-a lungul unel
caterie DNA pentru a gasi si recunoaste secventele promotor. Odatd
transcriptia initiata, subunitatea o disoclaza, core polimeraza se leaga mai
puternic la DNA formandu-se un complex ternar enzima-DNA-RNA .

Subunitatea p‘ contine doi atomi de zinc cu rol in functia catalitica.

¢ Secventiele promotor la procariote

RNA polimeraza se leaga la situsurl de lnlt,Ieré cu secventie de baze
specifice de pe catena DNA tipar , numite promotori - ce sunt recunoscute de
un factor o . Aceste situsurl au fost evidentlate prin experimente in care
complexul DNA tipar - RNA polimeraza , in absenta ribonucleotidelor a fost
tratat cu o deoxirobonucleazd care scindeaza tiparul cu exceptia secventelor
promotor protejate prin legare cu RNA polimeraza . Studil de acest tip au
aratat ca este protejat un segment de circa 40- 60 resturi nucleotidice,
localizate la extremitatea 5 a situsului start al transcriptiei.

Contactele promotor-holoenzima a fost identificate prin metoda foot
printing care consta in alchilarea cu dimetil sulfat (DMS) a pozitiilor N4
guaninei, N' sI N’ a adeninei sl N° a citozinel . Deoarece N' de la adenina sl N°
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de la citozina participa la formarea de perechi de baze, metoda diferentiaza

intre DNA mono- si di-catenar. .

Prin conventie , o pereche de baze este desemnata printr-un numar insotit
de semnul [+] sau [-] in functie de directia de deplasare a RNA polimerazei .
Primul nucleotid transcris in RNA este notat +1 ( situsul start ). Nu existi
situsul zero (o) . RNA polimeraza se deplaseaza in directia 5-3". decl promotorul
se afla inaintea nucleotidului +1. N

Reglunea [-20] - [+20] este protejata total fata de digestia cu DNaza I, decl
holoenzima se leaga puternic ( constanta de disoclere K = 10 "** M ). Reglunea
[-60]-[-20] este protejata intr-un grad mai mic, deci holoenzima se leaga mai
putin puternic .

Secventele promotor ale bacteriilor nu sunt identice dar anumite ucleotide
raman conservate . Astfel, majoritatea promotorilor de la E.coli si bacterif
inrudite au la extremitatea 5° a situsului start :

1) secventa [-10 ] sau boxa PRIBNOW , de circa sase perechi de
baze , cu o structura consensus 5° TATAAT3' ,conservata de-a lungul
evolutiei si

2) secventa [-35] , denumitd astfel deoarece se gaseste in jurul
pozitiei [-35] , cu o structura consensus 5 TCTTGACAT 3'.

Studiul a 112 regiuni promotor, la procariote, indicA o secventa
conservata ( Figura 57 ):

[ regiunea -35 spacer regiunea -10 spacer  start |

trp [ TIGACA N,; TTAACT N, A |

tRNA™ [ TTTACA N,s TATGAT N, A |

lac [ TTTACA N,; TATGTT Ns A ]

recA [ TTGATA Nis TATAAT N, A |

amBaAD [ CTGACG N, TACTGT __ N, A |
secventa consensus TTGACA TATAAT

Figura 57. Secventele a cinci promotor de la E.coli pentru genele
fmplicate in metablismul triptofanului (trp), lactozel (lac) si arabinozei (ara) ;
pentru gena ce codifica tRNA™ sl proteina recA. Toate secventele sunt
prezentate in directia 5-3° ( pe catena netipar), flind separate prin regiuni de
spatlere ( spacer) formate dintr-un numar variabil de nucleotide (N).

Nucleotidul de initiere (+1) care este A sau G este centrat intr-o secventa
mai putin conservatd CAT sau CGT dupa 5-8 perechi de baze de la boxa
PRIBNOW. ;

.. Unil promotori de la E.coll diferd considerabil de promotorii standard
prezentati in Figura 57, recunoagterea acestora de cdtre RNA polimeraza fiind
mediata de alti factorf ¢ . Un exemplu in acest sens este cazul genelor heat-
shock a céaror exprimare este indusd de o stare de stres, cum ar fl cregterea
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brusca a temperaturii . RNA polimeraza se leagd la acesti promotori cand
subunitatea ¢ normala ( desemnata o' deoarece are o masa moleculara de 70
KD) este inlocutta de o subunitate ¢ diferlta , ¢™ ( masa moleculara 32 KD)
specifica pentru promotorli heat-shock.

Diferitele secvente promotor se deosebesc prin eficacitatea lor : unil
Initiaza trecvent initlerea transcriptlet ( la fiecare doua secunde) aliii actioneaza
mal lent (o data la 10 minute ). Primil , asa numi{li promotori “strong” se
gasesc In regiunile |- 10] si [-35] - separate de o secvenia de circa 17 nucleotide.
Al doitea tip de promotorl “weak” prezintd multiple substitutii la nivelul
acestor regiuni. O singurd mutatie in regiunea |-10] sau [-35] poate conduce la
plerderea roluluf de initfere a transcriptiei .

¢ Initierea transcriptiei

In cautarea secventelor promotor,RNA polimeraza se leagid la un DNA
dublu helicoidal, care insa nu poate servi ca tipar pentru citirea mesajului . O
regiune din acest duplex trebule desplralizata pentru ca numai una din catene
sa poatd fl transcrisa ( catena sense ). O asemenea situatle este favorizata de
aparitia unor structuri supercoil negative in molecn:la duplexulul DNA, insagl
RNA polimeraza putand deplia 1.6 ture de helix din B-DNA. DNA giraza poate
creste eficacitatea promotorilor prin capacitatea el de a introduce aceste
structuri.

RNA polimeraza se leaga la promotor printr-un proces care are loc in
doua etape . Initial holoenzima se leaga la DNA , migrand apol spre reglunea
[-35] si formand agsa numitul complex inchis . DNA este despiralizat pe
parcursul unul segment de aproximativ 17 perechl de baze incepand de la
regiunea [-10] , expunand sfutusul de iniflere de pe catena tipar .RNA
polimeraza se leaga mal puternic la aceasta regiune despiralizata ‘formand
complexul deschis , datorita prezentel perechilor de baze A..T din regiunea
PRIBNOW ( Figura 58).

Nucleotidul 5'-terminal din structura RNA procariotelor are aproape
intotdeauna o baza azotata purinicd ( de regula adenina), exitand o structura
5'-trifosfat terminala pppG sau pppA . Spre deosebire de DNA polimeraze, RNA
polimeraza nu necesita prezenta unul primer, reactia de initiere fiind :

PPPA + pppN <—— PPPADN + PP

Dupa formarea primei legaturl fosfodlesterice, subunitatea ¢ disociaza, iar
core polimeraza ramane legata la tiparul DNA pand la terminarea procesului
de transcriptie. Subunitatea ¢ se poate uni cu o altd moleculd de core
polimeraza pentru a forma un nou complex de initiere, .

Iniilerea procesului de transcriptle este reglatd deoarece necesitatile
celulare pentru produsul unel anumite gene varlaza in anumite conditil
celulare sl in diferite stadii ale dezvoltaril. Variatia afinitatil RNA polimerazei
pentru diferite secvente promotor este un prim control, De asemenea, o
varietate de proteine se leagd la promotor sau la secvente din vecinatatea
acestula activand sau Inhiband transcriptia. La E.coll , proteina CAP (
catabolit gene activator protein) activeaza transcriptia genelor care codifica
enzime din catabollsmul glucidelor, altele decat glucoza, cand celulele sunt
fortate sa creasca in absenta glucozel .Represorii sunt proteine care
blocheaza sinteza RNA la gene specifice .
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Figura 58.

Etapele procesulul de transcriptie
la E.coli : formarea complexelor
_inchis si deschis.

¢ Alungirea catenei RNA

RNA poljimeraza promotor
& ;‘ : -36 -10 "
J " Y B
K\,A\EE’ﬂ’ )
. Polimeraza formeaz& un

complex Pnchis %n
regiunea -35

Polimeraza migreazd
$n regiunea -10. DNA
este despiralizat
formind complexul

(. w D deschis

k~/\—) catena tipar.
~
purin nucleo;tl

tid trifosfat

sinteza

4ncepe
mRNA

subunitatea § este
eliberati cind

polimeraza trece
de promotor

Aceasta etapa incepe dupa formarea primei legaturl fosfodiesterice .
Studii de incorporare a y 2 P -GTP in RNA si cu cordicepind au

demonstrat ca din holoenzima core
polimeraza adaugd nol resturi de
ribonucleotide in directla 5-3°(
Figura 59) . Cordicepina este un
antibiotic cu structurda analoaga
adenozinel care inhiba sinteza RNA
prin inserarea la capdtul lul 3 gi
prin blocarea etapei de alungire . Ea
nu ar  afecta sinteza RNA, daca

Cordicepina
NH,
Z
T
N N
HOCH,
H H

H H
H OH
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alungirea s-ar realiza in directla 3'-5".

Noul RNA
'Figura 59. Alungirea
catenel RNA nou i
format pe un tipar 8 P IR
B
DNA a
N
o

In cursul etapei de alungire core polimeraza formeazi un complex cu
RNA nou format, legat intr-un helix hibrid de catena tipar a DNA.( cu o
lungime de circa 12 perechi de baze ) . Regiunea continind RNA polimeraza,
DNA si RNA nascent se numeste bucld de transcriptie deoarece contine un
segment din duplexul DNA despiralizat, “topit” ( Figura 60) . Lungimea
hibridului DNA-RNA ¢i a regiunii despiralizate din DNA rdman constante cand
RNA polimeraza se deplaseazid de-a lungul DNA tipar, Capatul 3'-hidroxil al
RNA din acest hibrid ataca atomul de fosfor a al ribonucleozid trifosfatului care
urmeazé a fl condensat . Core polimeraza mai contine un situs de legare gl
pentru cealaltd catena DNA.
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RNA polimeraza

Fuclaﬁde

3
respiralizare " catena ndn-sense
u \

catena tipa w
despira igare‘

U A e
=
P e

*bripFiei

Figura 60. Alungirea moleculel RNA nou formate. a) bucla de transcriptie
sl b) structurile supercoil din fata si din spatele buclei .

Viteza transcriptiei este de 20-50 nucleotide/secunda la 37° C, bucla de
transcriptie deplasandu-se in acelagl timp. Hibridul RNA-DNA trebule si se
roteasca la fiecare nucleotid adaugat astfel ca extremitatea 3-0H a RNA sa
ramana la sftusul catalitic .

¢ Terminarea transcriptiel

Sinteza RNA are loc pana cand RNA polimeraza intalneste o secventi care
il induce disoclerea . In aceasti etapd nu se mal *formeaza nol legaturi
fosfodiesterice , hibridul DNA-RNA disociaza, reglunea “topita” este
respiralizatd gl RNA polimeraza disociazi de pe DNA .

La E.coli exista cel putin doua tipuri semnale stop ,care indica sfargitul
citirli mesajulut genetic: unul dependent de un factor proteic p (rho) si un
altul independent de acesta .

Tipul de semnalAstop independent de factorul proteic p are doua
trasaturd distincte ;¢

1) catena tipar DNA are o secventa palindromica bogata in resturi GC
urmati de o alta bogata in resturl AT , care sunt transcrise in RNA
intr-o manierd auto-complementard ce conduce la formarea unei
structuri hairpin ( ( Figura 28, p. 52) cu 15-20 nucleotide inainte de
sfargitul moleculei transcriptului RNA ;

2) apare in catena DNA tipar o secventa oligo-adenilat care este
sa in oligo- uridilat la sfargitul RNA. >

T
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Helixul hibridului RNA-DNA ,la nivelul structurii hairpin este instabil
datoritda perechilor de baze U-A , RNA polimeraza face o pauza de cateva
secunde in deplasarea el - soldatd cu o modificare conformationald in
structura enzimel . In aceste conditii RNA nou format disoclazd de pe catena
DNA tipar . Core polimeraza are o afinitate mal mica fatd de duplexul DNA
decat fatda de DNA monocatenar , ceea ce permite eliberarea DNA sl relegarea
subunitaiii o . :

Semnalele stop dependente -de factorul p ce IndicA terminarea
transcriptiel nu au secvenia oligo-adenilat ci o alti structurd palindromica care
transerisa conduce la formarea in transcriptul primar a unel structuri hairpin.
RNA polimeraza face o pauza in dreptul acestor secventie sl disociaza numat
daci proteina p este prezentd. Factorul p recunoaste cel putin trel semnale
stop.

Proteina p este un homohexamer format din sase subunltatl a cate 46
KD ficcare - care se leaga specific la o secventd de 72 nucleotide de RNA
monocatenar { 12 nucleotide la flecare subunitate ). Aceastd proteina are o
activitate. RNA-DNA helicazica ATP-dependentd care ii permite deplasarea
unidirectionala de-a lungul RNA nou sintetizat cétre bucla de transcripife ¢i
scindarea helixului hibrid RNA-DNA prin indepartarea RNA.

O trasiturd comuni secventielor stop dependente sau nu de protelnn
p este ci aceste semnale se gisesc mai degrabﬁ in RNA nou sintetizat
decdat in DNA tipar .

O alta proteina, nusA ajutd RNA pollmeraza din E.coli sa recunoascé o
clasa de situsurl de terminare . Bacteriofagul A sintetizeazd proteine de
antiterminare ce faciliteaza transcrierea anumitor gene. La E.coli semnalele
de terminare, numite atenuatori sunt reglate pentru a raspunde la necesltéule
nutritionale ale celulei.

¢ RNA polimerazele eucariotelor

La eucarlote existd 4-5 polimeraze, flecare sintetizand o anumiti specie.
moleculard de RNA ,  deosebindu-se prin specificitatea pentru DNA tipar,
localizare gi susceptibilitate la inhibitori ( in special la a-amanitina) . Fiecare se
leaga la o secventd promotor distincta .

RNA polimeraza I, localizatd in nucleol, sintetizeaza precursorii
majoritatil rRNA : 18S , 5,8S sl 28S. Promotorul el variaza ca secventa de la o
specle la alta . Enzima este insensibila la a-amaniting, la concentratii mat mari
de 1 mg/ml.

RNA polimeraza II, locallzatﬁ in nucleoplasma sintetizeaza precursoﬂl
mRNA Aceasta enzima recunoagte sute de promotori, multi prezentand
similitudini . In legarea RNA polimerazei la promotori sunt implicate proteine
numite factori de transcriptie. Enzima este extrem de sensibild la o-
amanitina, care o inhiba la concentratii foarte mici de 10® - 10° M.

RNA polimeraza III , localizatd in nucleoplasma sintetizeaza precursoril
5S rRNA, tRNA si RNA mici nucleolari §i citosolici. Unele secvente necesare
petru reglarea initierii transcriptiel de catre aceastd enzima sunt localizate in
interiorul genel insasl, in timp ce altele sunt localizate inaintea situsului start .
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Aceasta enzima este4senslbllé la a-amanitina ,care o inhibi insa la concentratii
mai mari ( 107 - 10™ M).

In afara enzimelor nucleare , eucariotele au RNA polimeraze in
mitocondrii si cloroplaste . Enzima din mitocondrie sintetizeazi toti mtRNA,
flind insensibila la a-amanitina . Ea este inhibata de rifampicina, un antibiotic
la care este sensibila i RNA polimeraza E.coll.

RNA polimerazele LI ¢l II au o structurd subunitard si o masa
moleculard care varlaza intre 500 §I 700 KD. Ele contin doud subunitati
diferite " large” cu masa moleculard mal mare de 100 KD si mal multe
subunitati diferite “small * cu mase mai mici de 90 KD. Unele din subunitatile
micl apar in doua sau in toate trei tipurile de RNA polimeraze . Subunitatile
cele mal marl din RNA polimerazele II gi II, de la drojdie , prezinti un grad
mare de omologie intre ele $f cu subunitatea § a RNA polimerazei din E.coll.

RNA polimerazele_eucariotelor prezintd un mecanism de actiune similar
cu cel al enzimel de la procariote : catalizeaza atacul nucleofll al gruparii 3'-0H
din catena RNA in cresgtere asupra atomului de fosfor a din ribonucleozid
trifosfatul care urmeaza a fl condensat, neflind necesara prezenta unui primer,
alungirea catenel avand loc in directla 5'-3' citind mesajul catenel tipar a DNA.

Aceste RNA polimeraze nu au activitate exonuclegzicé cu ajutorul careia
sa poata corecta erorile inserate in RNA nou sintetizat .

¢ Secvente promotor la eucariote

Genele care codificA rRNA sunt localizate in nucleol. Intr-o celula
eucariota existd cateva sute de copil ale flecarel gene a rRNA . Aceste secvente
transcrise in rRNA sunt repetate in tandem in DNA confinut intr-o regiune
specificd a unui cromozom . Flecare astfel de unitate repetitiva este transcrisa
ca o unitate, producand un transcript primar ce contine o copie din flecare din
speclile 28 S, 5,8S sI 18 S ( Figura 61) .

DNA |_______x| == | emsommm—senm——
Figura 61. Structura
unei unitati de transcriptie A L ———— — i
a rRNA Pre-r g —

A -

Promotorul recunoscut de RNA polimeraza I a fost identificat prin
determinarea vitezelor de transcriptie a unor mutanti al genelor rRNA din
Xenopus laevis. Exprimarea optima a acestor gene necesitd integritatea
segmentului [-142] - [+6] Jar secventa minima necesard pentru initierea
transcriptiel este [-7] - [+6]. , RNA polimeraza I se leaga la acest ultim segment
minimal , in timp ce restul promotorulul are rolul de legare a factorilor de
transcriptfe.

Transcriptia rRNA este foarte rapida deoarece sinteza ribozomilor limiteaza
cregterea celulel. Exista date ca fosforilarea RNA polimerazei I poate activa
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transcrip{la rRNA, de exemplu, In timpul cresterii embrionare sau a regeneraril
flcatulud .

RNA polimeraza II este responsabila pentru sinteza mRNA in nucleu. In
acest caz ,procesul transcriptional este caracterizat prin trei trasaturl comune:

1) secventele DNA care controleazd transcriptia sunt complexe, o
singura gena fiilnd controlatd de 6-8 segmente DNA in afara
promotorului, care actloneaza concertat:

2) efectul secventelor DNA care controleaza transcriptla este mediat
de proteine ( factori) de legare pentru flecare segment;

3) factorli de transcriptie cand se leagda la secventele DNA
interactioneaza intre el si cu RNA polimeraza I pentru a activa
transcriptia. Activitatile acestor factori de legare a DNA si de acdvare
sunt realizate de domenii separate ale moleculelor proteice

Promotorii RNA polimerazei II, asemenea celor ai enzimel procariotelor
sunt pozitionati pe latura 5" a situsului start al transcriptiet.

O prima secventd promotor localizatd inaintea situsulul start al
transcriptiei, centrata in jurul pozitiel [- 25] este numita boxa TATA sau boxa
GOLDBERG-HOGNESS ( dupa numele celor care au descoperit-o in 1978) sl
prezinta similitudini cu boxa PRIBNOW ( TATAAT) de la procariote :

5 TATAAAA 3

Boxa TATA este prezentd la aproape toate genele eucariotelor ce dau
nastere la mRNA . Deletii sau mutatil in boxa TATA nu elimina transcriptia ca
la eucarlote, indicand fapwul cd boxa TATA participd numal la selectarea
situsuiuli start translational.

Elemente promotor apar si in regiunea [-50] - [-110] unde exista boxa
CAAT sl boxa GC:

5 GGNCAATCT 3 5" GGGCGG 3

Genele structurale exprimate comstitutiv ( genele house keepring ) au
una sau mai multe copil ale boxei GC ( CGGCGG ) localizate in fata situsului
start al transcriptlel. Pozitlile acestor secvente varlaza de la un promotor la
altul, in contrast cu localizarea aproape constanta a regiunii -35 de la
procariote .

Deci, un promotor al  precursorilor mRNA din eucariotele superioare
are urmatoarea structura de baza :

-110 -40 -25 situs start
vvvvvvvy CAAT vvvvvvy GC vvvvvvvvy TATA vvvvvvvy
boxa boxa boxa

Diversitatea naturli gi pozitillor secventelor promotor din genele eucariote
arata ca ele trebuie sa fle recunoscute de diferite proteine specifice. Astfel, de
exemplu RNA polimeraza II nu poate recunoagte situsurile promotor in
absenta factorilor de transcriptie. De exemplu, proteina Spl din celulele
mamiferelor este necesara pentru transcriptia genelor a caror promotori contin
boxe GC. Duplexul DNA din virusul 8V40 contine cinci boxe GC de la  situsul
de start pe flecare parte. Studiile cu DNaza I au aratat ca trel boxe GC leaga Sp
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1 puternic sl doua se leaga slab. Legarea uneil molecule de Spl protejeaza o
secventa de aproximativ 20 perechi de baze contra digestiei .

Factorul de tramscriptie CTF ( CCAAT-binding transcription factor) este o
proteind de 60 KD ce se gaseste in celulele mamiferelor sl se leaga la boxa
CAAT.

Proteina B din Drosophila stimuleaza transcriptia prin legarea la boxa
TATA.

Factorul de tramscriptie HSTF ( Heat shock transcription factor ) este
exprimat la Drosophila in urma cresterii temperaturii . Multiplele copii ale luf
HSTF se leaga la promotorul genelor heat-shock, pozitionate cu 15 perechi de
baze inaintea de boxa TATA . HSTF este implicat in legarea la promotoril heat-
schocke.

Proteina gal 4 din drojdie stimuleazd transcriptla celor trel gene ce
codificdi enzimele implicate in metabolizarea galactozel prin legarea la
secventele specifice ale promotorilor acestor gene .

In Figura 62 prezentam un model al interactiei factorilor de transcriptie
cu promotorli. Este redat un aranjament ipotetic al factorllor ce interactioneaza
cu secvente DNA specfice de langa promotor : factorul TFIID ( transcription
Jfactor II D) care se leaga la boxa TATA si proteinele Jun sl Fos care sunt
protooncogene.

= ;QO ORBION OIS &) (o)
|4 hTeacTcA] [ecc;mleeccse [ TATA | +- N‘A’"?e;‘i, ATTTGCAT| [CCCCAGGC

Figura 62. Interactia factorilor de transcriptie cu promotorii

In DNA eucariotelor superioare exista si alte segmente care .se numesc
enhancer pentru a le diferentia de promotorii cu care conlucreaza pentru a
induce initierea transcriptiei la eucariote . Secventele enhancer pot sa-si
manifeste activitatea stimulatorie de la distanta de cateva sute de perechi de
baze, flind plasate inaintea, dupa sau chiar in mijlocul genei transcrise . Aceste
secvente sunt active cand se gasesc locallzate atat pe catena nonsense cat i pe
catena tipar .

O secventi enhancer particulara este eficace numai in anumite tipuri de
celule. Astfel secventa enhancer pentru imunoglobuline este activd numai in
limfocitele B .

Mult studiatd este secventa enhancer ce mediaza actiunea hormonilor
glucocorticoizi care interactioneazd cu un receptor solubil. Legarea
complexului hormon-receptor la secventa enhancer a glucocorticoizilor
conduce la stimularea transcriptiel unui set de gene .

""" 'DNA din celulele eucariote infectate cu virusurl contin secvente enhancer
ce sunt activate de proteine din celula gazda. De exemplu, DNA din virusul ce
produce tumori ‘mamare la 'soarece - contine o secventd enhancer pentru
glucocorticoizi . Decl acest virus 'atacd celule care sunt in mod normal
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stimulate de acest! sterolzi, de exemplu celulele epiteliale ale glandel mamare,
deoarece ele contin complexul hormon-receptor ce activeazd secventa
enhancer. Domeniul restrans al gazdelor acestul virus este o consecinta a
secventelor enhancer {esut si specie-specifice.

Secventele erhancer sunt recunoscute de factorii de transcriptie care
asistd legarea RNA polimerazei II la promotor . Ele con{in un segment cu
configuratie Z DNA care favorizeaza legarea RNA polimerazei I, filnd puncte
de Intrare pe DNA a enzimei probabil prin pierderea afinitatii de legare a
histonelor care invelesc normal DNA . Aceste secvenie apar numal la gemele
exprimate selectiv in anumite tesuturi.

Promotorii RNA polimerazei III sunt localizatf in interiorul genelor
transcrise . Studil pe mutanti al genei 35S rRNA de la Xenopus borealis au
demonstrat ca promotorul se gaseste in secventa [+40] - [+80]. Factorli de
transcriptie se leaga direct la DNA afectand functla RNA polimerazei III.

o Imhibitorii transcriptied

Actinomicina sl rifamicina inhibd procesul de transcriptie de la
organismele procariote,prin doua mecanisme diferite .

Rifamicina, antibio-

tic produs de CH, CH,
Streptomyces 56

mediterranei) si o = |
rifampicina ( un derivat CH,CO0. ° O o,
semi-sintetic) inhiba cu, OH OH <

specific Initlerea sintezei CH,0
RNA numal la procariote.
Aceste subsante nu
inhiba  legarea RNA

=

polimerazel la promotor,
interferand in formarea
primel legaturl fosfodi-
esterice. RNA polime-
raza Inactivatd ramane

CHy, ©

o
I
R,

rifamicina B R,=CH,C00™; R,=H

rifampicina R;=H; Ry=CH=N N—CHg

legata la promotor .Odata

initierea terminata, rifamicinile nu mal afecteaza procesul de alungire . Mutanti
rezistent! la rifamicina (rif*r) au RNA polimeraze cu subunititile p modificate,
deci subunitatea 3 este situsul de legare al acestui antibiotic.

Selectivitatea sl Inalta capacitate de inhibitle a rifampicinei ( o
concentratie de 2x10® M produce o Inhibitie de 50 %) au permis utilizarea
acestul antiblotic in tratamente medicale contra infectillor cu bacteril gram-
pozitive gl este In tratarea tuberculozei .

Actinomicina D este un antibiotic cu structura polipeptidics, produs de o
alta tulpina de Streptomyces ce Inhiba transcriptia prin legare specifica la
DNA dublu helicoidal impiedicandu-1 sa functioneze ca tipar ( nu se leags la
DNA monocatenar, RNA dublu catenar sau la un hibrid DNA-RNA ). Nucleul
fenoxazonic al actinomicinel D este plasat intre perechile de baze vecine din
DNA prin intercalare . Acest antibiotic recunoaste secventa de baze GpC din
DNA intercalandu-se intre 5-GC-3' 1 3'-CG-5'.
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La concentralif mici, actinomicina D inhiba transcriptia farad a afecta
apreciabll replicarea DNA si sinteza protelca.

Efectul sau inhibltor asupra cregterll sl diviziunil celulare a facut ca
actinomicina D sa fle utilizata in terapia unor forme de cancer .

R=H daunomicina Agentil de intercalare
R=PH adriamicina afecteaza atat RNA
polimeraza cat sl DNA
polimeraza, inhiband astfel
replicarea si  transcripiia.
Daunomicina sl adriamicina
sunt de asemenea .
medicamente  utilizate in
tratarea unor forme de cancer
la om, ele legandu-se la
duplexul DNA si interferand
in mecanismul de actiune al
celor doua polimeraze
Sistemul aromatic coplanar al
nucleeor B-D din
daunomicind il  permite
intercalarea intre perechile de baze G.C de la ambele capete ale unul fragment
dublu helicoidal. Nucleul A necoplanar se extinde spre fosa minora unde
radicalll sal stabilizeazd complexul format prin punti de hidrogen

i i

f ? A o-amanitina o

L met;l,l Val Li metil Val otrava produs de
°=i °=j cluperca Amanita
Sarcozina Sarcozin phalloides care contine
O =0 mal multe tpurl de
L-Pro L-Pro o substante toxice cu

o structurli neobignuite de
0= o={: octapeptide biciclice,
D-Val D-Val numite amatoxine. a-
R —0 ' amanitina  este  un
L ? inhibitor al transcriptiei la
L-Thr eucariote, blocand etapa
de alungire . Ea se leaga

puternic la RNA

. polimeraza II (K=10"M)
blocand formarea

CH, CHy precursorilor mRNA. RNA

inel fenoxazonic polimeraza mx este

inhibatd numal de concentratilf mari de a-amanitina (10° M) in timp ce RNA
polimeraza I este insensiblla la aceasta toxina.
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¢ Procesarea moleculelor transcript primar

Dupa cum deja s-a aratat in majoritatea cazurilor produsul finediat al
transcriptlel , transcriptul primar nu este functional biologic .Pentru a
dobandt activitatea blologica, tramscriptul primar suferd o serle de
transformari- catalizate de enzime sau de un RNA , numite generic procesare
post-transcriptionala :

1) indepartarea exo- sl endonucleoliticA a wunor segmente
polinucleotidice :

2) adaugarea unor segiente la capetele 3’ si 5" ale moleculel ;
3) modificarea unor resturi nuceotidice

La procariote moleculele mRNA sufera mici modificari dupa terminarea
transcriptlei sau nu se transforma deloc .In contrast, speclile moleculare ale
tRNA s{ rRNA sunt formate numai dupa diverse transformari ale transcriptului
primar . Am aratat deja ( Figura 34,p. 64) ca la E.coll dintr-un singur
transcript primar se sintetizeaza trel tipurli de rRNA sl o molecula de tRNA
Ribonucleaza P in care partea cataliticA este o moleculd de RNA genereaza
capatul 5'-terminal al tuturor moleculelor de tRNA de la E.coll. Ribonucleaza Il
scindeaza speclile de rRNA 5S , 16 S s¢i 23 S din transcriptul primar prin
scindarea regiunilor “hairpin” dublu catenare la situsurt speclfice .

Procesul de “spicing”

Un transcript primar pentru mRNA de la eucariote confine intromi si
exoni, primii flind secven{e neinformationale . Scindarea gi indepartarea
intronilor precum $! sudarea exonilor rarnagl pentru a forma o secventa
informationald continua poarta denumirea de splicing.

5

Intronil sunt prezenti in
majoritatea genelor de la
vertebrate, cu putine exceptii
( genele care codifica
histonele ). La mRNA
eucariotelor majoritatea
exonilor an mal putin de
1000 nucleotide lungime, in
timp ce intronii au lungimi
mal marl sl variabile ( 50 -
20 000 nucleotde ).

Exon

Figura 63. Prima
etapa, de tranesterificare,
din cadrul procesulul de
“splicing" al intronilor
clasel I .

Exista patru clase de
introni . Primele doua clase
I g1 II suferda procesul de
“splicing”dupa mecanisme
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similare, dar nu identice . Intronii clasei I se gasesc in unele gene nucleare ,
mitocondriale st din cloroplaste care codifica rRNA ; intronii vlasei II apar, In
general, in structura moleculelor transcript primar al mRNA din mitocondrii sl
cloroplaste . Ambele clase de introni suferd un proces de “splicing” care
consta din doua etape de transesterificare ( Figura 63). O grupre 2'- sau 3-0OH
a unul rest de ribozd atacd nucleofil atomul de fosfor, in flecare etapa
formandu-se o noua legdturd fosfodiestericA pe seama celel vechi.cu
mentinerea echilibrulul energetic .

Intronii clasei I necesitd pentru procesul de “splicing” un cofactor
nucleotidic. de exemplu GMP, GDP sau GTP - care nu este utilizat ca o sursa
de energle . Gruparea 3-0H a guanozinel este utilizata ca un catalizator
nucleofll ce faciliteaza formarea unei legaturi 3',5-fosfodiesterice la capatul 5'
al intronulwi ( Figura 64) .

Figura 64. Mecanismul A
procesulud de splicing al i
intronilor clasei I \ /]

5 ) .
5" axon UpA ~ L\ GpU 3" exon

In prima etapa, $G—0H l
gruparea 3-OH a guanozinel

actioneaza ca un nucleofil

atacand legatura fosfodieste- ral

rica UpA dintre exonul 5' ( la popA

situsul 5 de scindare- “

sudare) s Intron . Se " on <

elibereaza exonul 5 cu un T u- PU——e ¢
rest de uridina nefosforilata ’ Q

la capatul & si un

intermediar al intronulul cu l

exonul 3’ . In etapa a doua, 5 pOpA
gruparea 3-0H a uridinel

din exonul 5 devine ,

catalizator nucleofil atacand
legatura fosfodiesterica GpU : _
dintre intron si exonul 3'. ° ™ UpuU : 3 —OH

Rezultatul este excizia
precisa a intronului gl
sudarea exonilor .

Mecanismul procesului

de “splicing” al intronilor clasei II este similar, cu exceptia faptului ca agentul
nucleofil din prima etapa nu este un cofactor extern ¢l gruparea 2'-OH a unui
rest adenilat din interlorul intronului ( Figura 65). Aceasta grupare ataci
nucleofll legatura fosfodiesterica UpG de la situsul 5 de scindare-sudare cu
- eliberarea exonulul 5 sl cu formarea unui intermediar ( intron-exon 3') cu o
structura arcuita la capatul 5. In etapa a doua gruparea 3'-0OH a exonului 5
ataca nucleofll intermediarul la nivelul situsului 3' de scindare-sudare, cu
eliberarea intronului circularizat si a celor dof exoni sudatl.
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Figura 65. Mecanis-

mul procesului de
“gplicing” al intronilor
claset 11.

Se observa ca restul
de adenozina dn structura
intennediaruiui arcuit are
tret legaturl fosfodiesterice
sl o legatura 2.5 fosfo-
diestericd neoblgnuita.

Incercéarile de a
separa enzimele implicate
in procesul de “splicing” a
intronilor clasclor I st Il au
condus la concluzia ca
multe etape sunt catalizate
de insusi intronil . care
deci suferd un proces de

“self-splicing’. Acest 5 . A
mecanism a fost ki ¥ Q
demonstrat in  cazul ' &’fgg..
particular al intronului - «l
rRNA ( ce apariine clasel ) , OH(®3)
din  protozoarui  ciliat *

Tetrahymena thermophila (v. Flgura 37).

A trela clasa de intronl si cea mai bine reprezentatid , de moleculele
transcriptulul primar al mRNA nuclear suferd un proces de “splicing” cu
formarea unut intermediar cu structura arcuita ( tip lat) ca in cazul intronilor
clasel II, Cu toate acestea, Intronii clasel IIIl nu suferd un proces de “self-
splicing” necesitaind prezenta spliceosomilor ( v.pag.67) - complexe RNA-
proteice specializate in acest sens care se gasesc in abudentd in nucleul
celulelor eucariote . Ul sm RNA (small nuclear ribonucleic acid ) are o secventa
complementara cu cea a situsului 5 de scindare-sudare din intronii mRNA
nucleari ( Figura 65). U2 sn RNA formeaza perechi de baze activand un rest de
adenozina , a carel grupare 2'0H este implicata in formarea structurli de tip
“lat” printr-o legatura 2',5'-fosfodiestericd . De asemenea , ribonucleoprotenele
U1l sn RNP se leaga la anumite regluni din transcriptul primar .Adaugarea U2 ,
U4, US si U6 snRNP ( small nuclear ribonucleoproteins ) conduce la formarea
spliceosomului in cadrul cadruia are loc procesl de “splicing’. ATP este
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necesar pentru asamblarea spliceosomulul |, neexistand date care sa indice ca
reactlfle de scindare-sudare ar necesita ATP.

Situsurile de scindare-sudare au secvente conservate la multe eucariote.

Ut snKNA  3'====C GG UCC A ¢ ¢ CAmUmASP'm’G (5°)

FR %

ST RAAGY ——
g N
situs 5' scindare } :
5 Intron Figura 66 Mecanis-
/ 2 OH mul procesulul de
}A “splicing™ a Intronilor
Exon Mﬁ f:\y_c,_\ U clasel, III. y reprezinta
/ O80AGG : pseudouridina. m indica
resturile metlate .
U2 snRNA
situs 3'
scindare

A patra clasa de Introni, gasitl in structurile precursorilor unor tRNA se
deosebeste de intronii claselor I gl II prin aceea ca procesul de “splicing” este
ATP-dependent , energla rezultata din hidrliza acestul compus macroergie flind
ulilizatd In etapa de sudare ..In acest caz, o endonucleazd “splicing”
scindeaza legaturile fosfodlesterice de la ambele capete ale intrnulul, cel dof
exont filnd sudati printr-un mecanism similar celul catalizat de DNA ligaza (
Figura 67).

Mecanismul procesului de “ splicing™ a precursorului tRNA din drojdie
presupune maf multe etape :

1) Intronul este indepartat de emdomucleaz#i, care actioneazia la
ambele capete ale acestuia;

2) gruparea 2°,3-fosfat ciclica de la capatul 3’ al exonului 5 este
scindata de o fosfodiesteraza cu formarea unui derivat 2'-fosfat ;

3) gruparea 5'-OH libera a exonului 3’ este activata in doua trepte;

4) gruparea 3-OH libera a exonului 5 actioneaza ca un nucleofll
dizlocuind AMP sl sudand cel dol exonl printr-o legatura 3.5'-
fosfodiesterica;

5) gruparea 2'-fosfat este hidrolizata de o fosfataza.

¢ Continuarea procesarii mRNA

La eucariote, mRNA matur are trasaturl distincte . Majoritatea moleculelor
au structura cap la extremitatea 5 gl structura coada poli(A) de 20-250
resturl adentlat la extremitatea 3. Functille acestor (structuri sunt numai
partial cunoscute. Structura 5'-cap leaga o proteina ce participa la inserarea
mRNA pe ribozomi pentru a initia biosinteza proteica ( translatia ). Structura
coadé poli(A) , de asemenea , se leaga la o protelna specifica. Este probabil ca
ambele structurl asoclate cu protelnele specifice sa alba rolul de a proteja
mRNA contra ataculuf unor enzime .

Ambele structurl termnale sunt adaugate prin intermediul unor
mecanisme complexe care se desfagoara in mal multe etape .
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Exon Intron
(a) endonucle \ .,
aza/\
.,/0
“o ITIT R —— T
o K
(© kinazal\, ADP
ciclic i
®) nacleotid ¢
fosfodiesterazé{’*i’ 0 pem—— Figura 67.Procesul de
’ \) “splicing” al moleculef
P ) transcript  primar l‘)enu'u
fiqazd tRNA din drojdie . Etapele
0 o > PPy a,b.c.d si e sunt descrise in
2o p_o- ¢ o text
Tou& LA__]»O»i 0—-}1-0 FESSSCS——- 1

(CV] t\— AMP

5’ oo sy

© fosfataf- P,
za

E()ll

5'-__._..\-0-

0 fm——— 3

c—=0

Extremitatea 5 a RNA nou format are o grupare trifosfat . Intr-o prima
etapd , un rest fosfat este indepartat prin hidroliza. Capatul 5 al restulul
difosfat ataca P* al GTP cu formarea unel legaturi neobignuite 55" trifosfat
Apol restul de guanina este metlat la N7 printr-un proces catalizat de guanin
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7-metil transferaza rezultand structura cap 0 . Pot il metilate sl gruparile 2'-
O ale primelor dona nucleotide ce succed structuri cap formandu-se cap 1 sl
cup 2. Toate metilarile sunt realizate enzimate, in prezenla de $-adenozil
metionind ( Figura 68) .

Capatul 5 al RNA

p'p"p’ Np

Jfosfohidrolaza
P, .

PPNp

GTP
guanilil
transferaza . PP,

Figura 67. Formarea structurii
cap a mRNA

GpppNp
guanin-7- ! S-adenozil Met
metitransferaza l@-adcnozll homoCys
m’ GpppNp
2'-0-metil {7~ S-adenozil Met
transferaza IC S-adenozlil homoCys
m’ GpppmNy

capatul 5" al RNA cu cap

Transcriptul primar al moleculelor mRNA are, de regula. la capatul 3
segmente suplimentare . Inainte de a se adauga structura coada poli(A) aceste
segimmente suplimentare sunt scindate de o ribonucleazéd specifick care
recunoaste o secventa semnal 5° AAUAAA 3' situatda la 11-30 nucleotide
distania de capatul 5 al situsului de scindare . In urma acestul proces se
formeaza o grupare 3-OH libera la care se adauga resturi adenilat. printr-o
reactie catalizata de poliadenilat polimeraza :

RNA + n ATP —2 RNA-(AMP), + n PP,

Un complex care contine ribonucleaza, poliadenilat polimeraza, alte
proteine precum si unul sau mai mul{i snRNA este hnplicat in aceste
transtormari ( Figura 68) . Decl, segmentul coada poli(A) nu este codificat in
DNA ., .
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RNA polimerxaza

L

Figura 68. Poliade-

5 Cap e A AU A A A
" o nililarea transeriptului
secventa semnal primar al mRNA
riboendonucleaza

®

ATP

;j’poli A polimeraza

PP,
5' Cop e A AU A A A—— A AA A A(A),~OH 3’
precursor mRNA poliadenilat

Moleculele transcriptulul primar pot fl de doua felurl : simple s! complexe
Moleculele transcript simple produc un singur mRNA matur gi apol un
singur produs polipeptidic. Meleculele transcript complexe produc mal multe
molecule de mRNA si fmplicit de proteine diferite .Molculele transcript primar
pot avea semnale pentru cel putin douad cai alternative de procesare ,
conducand la mai multe molecule mRNA diferite . In celule diferite sau in
diverse stadll de dezvoltare, transcriptul primar poate fl procesat diferentlat
permitand sinteza de diferiti produst proteici .

sttusurt poli(A) situs splicing 5"  situsuri splicing 3'situs poli(A)
DNA A Ay DNA ‘L

S O T 2 T E=eA

} / |

transcript primar transcript primar
v ¢ |
N =l
cap cap
scindare+ scindare+
adenllare | adenilare scindare + poliadenilare

la A la A,

el ==HNEIII N
. - licin

- T - S

mRNA maturat I E'-'-ﬂ—(lx) E 1.:.5:.1 o)

A}

. mRNA Thaturat n
(a) (b)

Figura 69. Doua mecanisme de procesare diferentiala a unor molecule de
transcript primar complex ( explicayia in text ). '
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In Figura 69 prezenta doua mecanisme de procesare diferentiata a
moleculelor transcript complexe la eucariote :

1) cand exista situsuri multiple de scindare/poliadenilare { doua
situsuri A, sT A, ] ;

2) cand exista posibilitati alternative de “splicing” ( doua situsuri
diferite 3’ de scindare sudare].

Daca exista doua situsurl de scindare si poliadenilare utilizarea aceluia
mal apropiat capatului 5 conduce la indepartarea majoritatii moleculei
transcriptulud primar { Fig. 69 a) . Prin acest mecanism de procesare sunt
produse catenele H ale imunoglobulinelor care difera prin structura lor
carboxlil-terminala.

In cazul musculitelor fructelor, in genom sunt situsurl de scindare-sudare
alternative ( Fig. 69 b) care permit producerea a treil forme diferite ale catenei
“heavy” a miozinel, in diferite stadii ale dezvoltari .

La gobolani, ambele mecanisme sunt utilizate pentru a produce dintr-un
transcript primar comun a calcitoninei in tiroida i a unul hormon diferit (
calcitonin gene-related peptide ) in creler .

In timpul sau la scurt timp dupa sinteza moleculelor trancript primar a
mRNA de la vertebrate, circa 0.1 % din resturfle lor A sunt metflate la N° .
Aceste resturi metilate apar frecvent in secventa NNm®ACX, unde X este
rareori G. Semnificatia functionala a acestor secvente metilate care apar in
speciile de mRNA mature este inca necunoscuti.

¢ Continuarea procesarii rRNA

rRNA ,la bacteril si in celulele aucariotelor sunt sintetizati din precursori
mal lungl, numiti RNA preribozomali . La bacterii, speciile moleculare 16S .
23S sl 5 S rRNA sunt formate dintr-un precursor comun de 30 S ( Figura 33).

La E.coli exista sapte operoni rRNA , flecare continand cate o copie
aproape identica din cele trei tipurl de gene rRNA. Moleculele transcript primar
policistronice contin 16S rRNA la capatul 5, urmat de 1-2 specii tRNA , 23S
rRNA, 5S rRNA sl numai in unil operoni au incd 1-2 molecule de t{RNA la
capatul 3° ( Figura 70 a) . Decl cel sapte operoni diferd prin numarul,
localizarea si identitatea spectilor de tRNA incluse in transcriptul primar

Procesarea trancriptulul primar 30 S are loc in trei etape :

1) inainte de scindare, precursorul 30 S RNA este metilat la baze
specifice;

2) scindarea produce intermediarii 17 S §1 25 S

3) rezulta in final produsil 16 S rRNA sl 23S rRNA sub actlunea
unor nucleaze specifice .

5S rRNA ia nastere de la capatul 3" al precursorului 30 S.

Etapa b ( Figura 70 a) ce poarta numele de procesare primard este
realizata prin actiunea unor ribonucleaze III, P,E si F.
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transcript RNA prerlbozomal (30S)

I o B [ sasemnenemsa: i o |

165 tRNA 238 58
(48)

(a) ‘1 metilare

Ef‘“wy-:*.rﬂr%jm  a—— s

grupari metil () .
scindare

E vl s
178 tRNA 258

©
l nucleaze

' ’lu"‘f’l"; :: E [

16S rRNA

Figura 70 §
Procesarea moleculelor
transcript RNA preribo-
zomale la procariote (a) si
la eucariote (b).

l nucleaze

e

238 rltNA 5S rRNA

(a)

transcrlpt RNA prer1bozoma1 (458)

I e R | Etapa c ( Figura 70
185 5.85 288 a) e poartda numele de
procesare secundard
(a) | metilare este realizata sub
actiunea catalitica a
E m ﬁ F; ﬁ ribonucleazelor M16,
~ M23 si MBS - aceste
: grupari metil scindari avand loc numai
& l . dupa ce pre-rRNA a fost
scindare asociat cu proteinele

ribozomale .

28S rRNA

18S rRNA 65.85 rRNA

(b)

In timpul asamblarii
ribozomale , speciile 16S

sl 23 S rRNA de la
procariote sunt metilate la nivelul a 24 resturi nucleotidice prin reactii care
utllizeaza S-adenozil metionlna ca donor de grupari metil. Se produc resturi N°
N°-dimetil adenina si 0% -metil riboza. Rolul acestel metilarl este inca
necunoscut .

In genomul eucariotic, in nucleoli , exista sute de copii ale genelor rRNA ,
dispuse repetitiv in tandem . Transcriptul primar rRNA ( 45 S) contine
incepand de la capatul 5 speciile 18S , 58S sl 28 S rRNA separate prin
secvente “spacer” . In Figura 70 b prezentam procesarea moleculelor transcript
RNA preribozomale la eucariote .In etapa a precursorul 45 S este metilat la mai
mult de 100 resturi din cele 7 500 nucleotide pe care le contine. Aproximativ
80 % din metilari survin la nivelul gruparilor 2°-0H ale unitatilor de riboza,
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restil aparand la resturile de adenina ( N° N°-dimetil adenini) §! guanina (2-
metll guantnd) . In etapa b au loc scindart enzimatice care dau nagtere formelor
active blofogic : 18 S, 5,85 s 28 S rRNA Enzimele implicate sunt de tpul RN-
azel X st RN-azef P. 5S rRNA este procesat separat, similar tRNA .

¢ Continvares proceséri] tRNA

Cromozmul E.coli con{ine circa 60 gene tRNA : unele sunt componente ale
operonilor rRNA, altele sunt distribuite , in ansambluri ( clustere) pe parcursul
cromozomuiul . Transcriptul primar tRNA, care contine 1 - 5 specli identice de
tRNA are nucleotide suplimentare la capetele 3™ gl 5° ale flecarel .secvente de
tRNA . Scindarea acestor secvente prezintd similitudini cu procesul descris
pentru rRNA la E.coll , utilizand aceleagt nucleaze .

3 .
transcript OH gu
primar $ ) I
5 .ouuuumouvAAuua:c_%&RNaza D 5"3‘%
/8 §:§
RNazaP Y-9 ey
G-C 3:-& 4;‘41*
oy j
SRCWPILIL T TARY mdare £ mose*’ ¥ gpliemn
A0%s s b scindare ‘i‘\ sy _uoca‘w.s plicing
*h0% &, wy a0 o
e c—g'\ﬂg @l . E:{,‘ )
A0
G-C A=y
»‘_v‘ © &\
¢ 2 A
G o-c
Uk U:G
AU A‘ c
4 O v 2
li: e Yyac
ua® _
3 3
CI)H OH
= I} Sk
5o adaugarea A modificari de
- B CCA (©) sk baze (d)
= 5o
v - v c-0
mtfon"u ‘i(ézﬁ } g:kéo - :
sy B PARTTR
-0 ;
-u AGGcC G <!
5:” ‘"J’f ‘::-g‘kn
28, g:eg
3 €Luf
OH
A
¢
56c-h
—A
~Q

Figura 71. Procesarea
moleculelor transcript primar tRNA
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RNaza P. o endonucleaza care genereaza capetele §' ale tuturor speclilor
tRNA la E.coll este un ribozim deoarece partea neproteica a enzimel ( un
component RNA de 377 nucleotide ) este esentlala in actul catallic . Parlea
proteica, datorita caracterulul bazic. reduce repulsiile electrostatice dintre
ribozimul polianionic gi substratul RNA.

Capatul 3 este eliberat de secventele suplimetare prin interventia unel
exonucleaze . denumita RNaza D.

Genomul eucarlotelor contine sute sau mii de gene tRNA . Multe molecule
transeript primar tRNA , ca de exemplu tRNA™" contine un intron mic in
vecinatatea anticodonulul si nucleotide suplimentare la capetele 5' si 3.

Moleculele transcript primar de la unele bacterii sl din toate celulele
eucariote sunt lipsite de secventa -CCA de la capatul 3, care este adaugata de
enzima : tRNA nucleotidil transferaza cu ajutorul CTP sl ATP. Aceasta
enzima apare sl la procariote desi aicl genele tRNA codifica tripleta terminala -
CCA. In acest ultim caz ., tRNA nucleotidil transferaza are functla de a repara
tRNA degradale = tRNA nucleotidil transferaza este o enzima care produce
formarea celor trel legaturl fosfodiesterice simultan avand multile centre
catalitic active.

In final. procesaréa tRNA este deflnitivata prin modificarea unor baze prin
metilare . dezaminare sau reducere .In Figura 71 prezentam procesarea tRNA
la bacteril si eucariote .
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