CAPITOLUL I

COMPONENTELE STRUCTURALE ALE ACIZILOR
NUCLEICI

1. Introducere

Acizii nucleici sunt substante, care asa cum o indicd numele lor, au fost pentru
prima datd izolate din nucleii celulelor. De fapt, mai tirziu s-a evidentiat existenta
acizilor nucleici atit in nucleu cét si in citoplasma celulelor. Desi denumirea generala
nu este cea mai adecvata a fost, totusi, pastrata din considerente istorice.

Exista doud tipuri de acizi nucleici:

i) ADN (acid deoxiribonucleic) localizat in principal in nucleul celulelor daca
acesta este individualizat, cum este cazul eucariotelor;

ii) ARN (acid ribonucleic) prezent in principal in citoplasma celulelor dar si in
nucleu.

Interesul studierii acizilor nucleici: acizii nucleici ADN si ARN au rol esential

in sinteza proteinelor, compusi fundamentali ai celulei, suportul marii majorititi a
activitatilor biologice.

ADN contine informatia genetici necesard functionirii celulare si deci si
»programul” sintezei proteinelor. El este responsabil de dictarea ordinii in care
aminoacizii se leaga intre ei pentru a da nastere unei proteine adecvate. ADN este un
element permanent al celulei, informatiile continute in structura sa fiind transmise
descendentilor. Din acest motiv se afirma cd ADN este suportul ereditdtii. Majoritatea
tipurilor de acizii ribonucleici, ARNr, ARNt si ARNm, sunt molecule implicate in
realizarea sintezei proteice.

Molecula de ADN este cea mai mare din organism, masa sa moleculard variind
de la 10°-10° pb, la virusuri, la 10%-10° pb, la mamifere. Din punct de vedere structural,

acizii nucleici sunt molecule polinucleotidice foarte mari formate din repetitia unor

subunititi numite nucleotide (Figura 1.1).
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Unitétile nucleotidice sunt formate din acid fosforic, un monozaharid cu cinci

atomi de carbon si o baza purinica sau pirimidinica.

Bazii Bazi itl Bazi i+2 Baziit3 Bazii+4

Fosfat Fosfat Fosfat Fosfat Fosfat

Figura 1.1. Structura polimera a acizilor nucleici

2. Bazele azotate

in structura nucleotidelor si a polimerilor lor intrd cinci baze azotate majore.
Acestea le conferd proprietati esentiale pe care le vom trece in revistd in continuare.
Acestui grup i se adaugd bazele modificate enzimatic in structura acizilor nucleici,
dupa sinteza acestora, $i care reprezinti adesea semnale chimice de protectie si control.
Diferitele baze din structurd au origini diverse: intermediari metabolici, produsi

de transformare chimica in conditii celulare, analogi de sintez, etc.

2.1. Tipuri de baze azotate

2.1.1. Baze majore

Sunt derivati oxi- sau amino- ai pirimidinei si ai purinei (imidazolpirimidina)
care formeaza cele doua familii de baze care intrd in constitutia nucleotidelor naturale.
In figura 1.2 sunt prezentate cele doua tipuri, in conformitate cu numerotarea
conventionald normald, iar in tabelul 1 sunt trecute simbolurile acestora.

Numele utilizate curent nu sunt corelate cu denumirile sistemice folosite in
chimia organica. Anumite denumiri evoci sursa unde bazele azotate au fost
descoperite: guanina de la guano (excremente de pasire), timina de la evidentierea sa
in timus de vaca. Pe de altd parte prin terminatia sa «-0zind», citozina intretine o

anumita confuzie interferand cu denumirea unor nucleozide.
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Baze pirimidinice: pirimidina; citozina (2-oxi-4-aminopirimidina); uracilul (2,4-

dioxipirimidina); timina (5-metil-2,4-dioxipirimidina).
Baze purinice: purina (imidazolpirimidina); adenina (6-aminopurina); guanina

(2-amino-6-oxipurina).
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Figura 1.2. Bazele majore din structura acizilor nucleici

Nucleotidele din structura ADN si ARN nu contin decét patru baze azotate: trei
dintre acestea sunt comune celor doud tipuri de acizi nucleici - cele doud purine si
citozina §i cite una este specificad pentru fiecare tip: baza pirimidinica timina este

specifica pentru ADN si derivatul sdu metilat, uracilul pentru ARN,

2.1.2. Baze modificate

in structura acizilor nucleici sunt prezente o serie de forme modificate sau
substituite ale bazelor azotate. Situsurile de modificare prezente la nivelul ciclului sau sunt
exociclice. Pentru nomenclaturd, in primul caz, este suficientd indicarea numarului
atomului, in timp ce in al doilea caz sunt necesare indicatii privind natura gruparii

modificatoare si pozitia in ciclu a atomului pe care aceasta se grefeaza (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Baze modificate: 6-N-metil adenina (bacterii) 5-metil-
citozina (plante, animale); hipoxantina.
ADN reprezintd un bun substrat pentru metilarea bazelor purinice in anumite
regiuni ale moleculei (Figura 1.3). Rolul unora dintre aceste modificari este cunoscut.

De exemplu, 5-metil-citozina din structura ADN de Ia plante si animale este un semnal

negativ de reglare a e

xpresiei genelor. Gruparea metil favorizeaza conformatia inactiva
a ADN 1in formad condensati si impiedica fixarea factorilor de transcriptie, deci
copierea informatiei in structura ARN.

Moleculele de citozind metilate din structura ADN bacterian au cel putin doua
roluri:

1) constituie un sistem de distinctie si de protectiec a ADN bacterian fatd de ADN
strdin. Celula activeaza de fapt enzime de restrictie (endonucleaze) pentru a distruge
ADN viral nemetilat, cel putin in cazul primei infectdri. Acest sistem de apdrare este
cunoscut sub numele de restrictie-modificare;

ii) sunt elemente ale sistemului de corectare a eventualelor greseli de replicare.

Moleculele de ARN, si mai ales ARNt contin un numir variat de baze
modificate derivate de la purind (hipoxantina derivata de la guanind) sau de la
pirimidina.

Degradarea bazelor purinice implici reactii de deaminare: daca nu sunt

reciclate, bazele purinice sunt degradate la acid uric trecand prin formele deaminate
hipoxantina si xantina. Acidul uric, foarte putin solubil, este produsul de excretie al
acestor baze la primate (Figura 1.4).

in aceeasi categorie, cu produsii amintiti mai sus, putem introduce alcaloizii

vegetali, cu structurd de metil-xantine, care au si utilizari farmacologice: cafeina

(stimulant), teobromina si teofilina (stimulatori cardiaci, relaxanti ai musculaturii

netede i vasodilatatorii).

Analogii sintetici sunt molecule utile, care intrd in structura acizilor nucleici si

pot avea utilizari diferite:

a) in biologia moleculard: 5-bromo-uracilul este mutagen; de asemenea exista

derivati fluorescenti care servesc drept reactivi de marcare pentru polinucleotide;

b) in_medicina ca agenti terapeutici: intrd in competitie cu bazele naturale; se

comportd ca antimetaboliti ai sintezei acizilor nucleici §i pot avea astfel rol
bacteriostatic; agenti antivirali; antimitotici. In figura 1.5 sunt prezentate céteva
exemple: i) derivatii fluorurati, tiol si aza care sunt substante cu actiune antitumorala;
i1) derivat ester al N9-metilguanina care este un agent antiviral eficace fata de herpesul

genital (comercial aciclovir).
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In urma examindrii structurilor din figura 1.2 se constatd urmatoarele:

a) dublele legaturi creeaza sisteme conjugate cu consecinte structurale si fizice;

b) heterociclurile azotate sunt susceptibile de ionizare, caracterul lor de baze

slabe variind in functie de substituentii ciclurilor;
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¢) moleculele prezinti dualitate: gruparile functionale sunt purtate de nuclee
heterociclice. Caracterul dual este la originea principalelor interactii din structura

polinucleotidelor si determina functiile acestora.

d) reactivitatea acestor structuri faciliteaza diferite transformari chimice, in
anumite conditii celulare.

2.2.1. Conjugarea dublelor legituri

In structura heterociclurilor purinice si pirimidinice starea de rezonanti, care
apare intre atomi, delocalizeaza electronii 7 aj dublelor legdturi. Consecintele sunt cele
ale caracterului aromatic: i) stabilizarea puternicd a moleculei; ii) structurile sunt

aproape plane (pirimidinele sunt plane si purinele usor pliate); iii) moleculele exista

sub diferite forme tautomere.

Tautomeria care apare la nivelul grupdrilor ceto/enol, amino/imino si

deplasirile de electroni din structura ciclurilor au drept consecintd existenta mai

multor posib

diferitelor baze azotate. Prin tehnici de cristalografie si prin spectroscopie in infra-rosu
s-a demonstrat ¢4 la pH 7,0 sunt predominante formele ceto-amino.

Heterociclii cu azot i derivatii lor nucleozidici si nucleotidici prezinta spectre
de absorbtie moleculara caracteristice in ultraviolet (UV). Absorbanta derivatilor
purinici este mai importanti decat a celor pirimidinici. Existenta celor doua cicluri
determind o condensare mai densi a sarcinilor deoarece acestea sunt mai dens
conjugate. Aceste proprietiti optice permit dozarea si controlul puritatii nucleotidelor
st a acizilor nucleici. Raportul absorbantelor la lungimi de unda de 260 si 280 nm ne
ofera informatii importante privind puritatea compusilor nucleotidici si eventuala lor
contaminare cu proteinele. Aminoacizii triptofan, tirozina, fenilalanina, prezenti in
proteine, conferi acestora absorbanti la 280 nm.

Fluorescenta bazelor este o caracteristica care nu poate fi utilizatd in aceste
scopuri. Emisia fluorescenta se situeazi in regiunea spectrului UV intre 300 $i 320 nm
si este foarte sciazuta: pentru purine sensibilitatea este de 400 de ori mai mici decat cea

a triptofanului, si pentru pirimidine de 2500 de ori mai mici.
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Figura 1.5. Citiva analogi sintetici ai bazelor din struct'ura acizilqr
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2.2.2. lonizarea heterociclurilor azotate

Purinele, pirimidinele si nucleotidele derivate de la acestea sunt baze slabe ale
caror molecule nu au sarcini ionica la pH 7,0. Pentru cele mai multe structuri
comportamentul la ti_trare este complex deoarece poseda multiple situsuri potentiale

donoare sau acceptoare de protoni cu localizare diferita in functie de forma tautomera

implicata (ea insdsi dependenta de pH).

2.2.3. Nuclee si grupiri functionale

Faptul cd heterociclii _substituiti sunt relativ hidrofobi are urmitoarele

consecinte:

i) solubilitatea scizutd in apa a bazelor acizilor nucleici (contrar structurilor
pirimidinice si purinice din care deriva). La pH si temperaturd fiziologica bazele
purinice sunt aproape insolubile. La valori de pH acide sau bazice dizolvarea lor in

mediu apos este favorizata de ionizare;

i) un efect de respingere al apei de citre bazele ale ciror planuri tind sa se

suprapuni “ inta inta ivui ing”
prapund. Aceastd tendinta reprezinti fenomenul de stivuire sau wstacking” care este

foarte mult studiat. In figura 1.7 este prezentat modelul de stivuire a inelelor din

cristalul de 9-metil-adenina. Suprapunerea partiala a inelelor reprezintd o asociere

tipicd a bazelor in structuri cristaline si in

dubla elice a acizilor nucleici.

Figu.ra 1.7. Stivuirea bazelor in cristalul de 9-metil-
adenind (dupa Biochemisiry, Voet & Voet, 1995)

De mai bine de treizeci de ani s-au realizat studii numeroase de difractie cu raze

X pe cristale ale diferitilor derivati ai bazelor si asupra comportamentului acestora in

solutie (véscozitate, presiune osmotic, absorbanta, spectre RMN si IR). Acestea au
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dovedit ca heterociclurile au o puternicd tendinta de a se suprapune plan peste plan, cu
un decalaj caracteristic intre planuri.
In solutie, conditia cea mai interesanta pentru extrapolarea interactiilor celulare,

apa are rolul determinant in formarea si stabilizarea acestor stivuiri. Repulsia apei prin

efectul hidrofob al nucleelor reprezinta unul din motivele pentru care apare acest tip de
organizare. Legdturile de hidrogen sunt total excluse. Stabilizarea se realizeaza prin

forte Van der Waals si interactii dipol-dipol intre planuri. Apropierea dintre nuclee

modifica distributia lor electronica si determind aparitia dipolilor in fiecare ciclu.
Cu toate acestea, trebuie si remarcdm ca originea fortelor care dirijeaza
asocierea spontand, remarcabila, ramédne incd subiect de controverse. Retinem ca

fenomenul nu este asimilabil cu cel de repliere hidrofobi a proteinelor deoarece are un

caracter contrar. Datele termodinamice demonstreazd cd acesta este controlat de
entalpie in timp ce fenomenul caracteristic resturilor aromatice din proteine este
controlat de entropie.

Faptul ca bazele se stivuiesc intr-o ordine preferentiala: pur-pur>pur-pir>pir-pir
a fost demonstrat de valorile constantelor de disociere ale diferitelor combinatii de
baze, in solutie, si de frecventa dimerizarii timinei prin fotoreactivare.

Aceasta prima modalitate de interactiune intre baze este un factor primordial de

stabilizare a structurii spatiale a acizilor nucleici, responsabila de efectul hipocrom al

acizilor nucleici. Stivuirea bazelor are drept consecintd scaderea absorbtiei in UV a
unui acid nucleic fatd de o solutie echivalentd de nucleotide libere, urmata in acelasi
timp de deplasarea spectrului cu cativa nanometrii. Temperatura care, prin efectul siu
de crestere a agitatieci moleculare este un factor de dezorganizare, inlaturd
hipocromicitatea (Figura 1.8). Efectul temperaturii asupra fortelor de stivuire poate fi

urmarit comparativ in cazul unui polinucleotid si al unui dinucleotid (Figura 1.9).
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Capacitatea de a forma legdturi de hidrogen: grupele polare fixe, carbonil si

amino, si atomii de azot ai ciclurilor sunt adecvate pentru stabilirea legaturilor de

hidrogen intre baze, de tip O---H si N---H. Aceasti a doua modalitate de interactiune,

coordonatd de imperecherea necovalenti dintre baze, este un fenomen cheie pentru

formarea structurii secundare a acizilor nucleici si pentru duplicarea, copierea si

exprimarea materialului genetic. Formele tautomere, in care se gisesc partenerii
bazelor, au o importanta foarte mare deoarece conditioneaza posibilitatea formarii

acestor legaturi.

2.2.4. Transformarea chimici a bazelor

In celule, bazele din structura acizilor nucleici suporta alteriri spontane sau sub
efectul diferitilor agenti fizici sau chimici. Daci aceste modificari nu sunt reparate
(ADN este singura moleculd supravegheata si reparati de citre un sistem specific), ele

pot sta la originea mutatiilor care determina aparitia diferitelor maladii (de ex. cancer).

Deaminarea spontand lenti, cu oxidarea grupelor amino exociclice, modifici
natura bazei. Tinand cont de structurile bazelor azotate din compozitia nucleotidelor
putem evidentia urmatoarele transformari (Figura 1.10):

citozina ——  uracil; S-metilcitozind ——  timina;
adenini ——>  hipoxantini; guanini ——  xantini.
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Intr-o celula de mamifer, frecventa deamindrilor spontane este de ordinul 100/zi
pentru citozind, i de numai 1/zi pentru bazele purinice.

Radiatiile energetice altereaza mai mult sau mai putin profund bazele din

structura acizilor nucleici: i) iradierea UV deschide dublele legaturi din structura a
doud baze suprapuse si determina formarea de legaturi covalente C-C intre acestea.
Dimerizarea pirimidinelor (timinelor), este un factor care estimeaza capacitatea de
carcinogeneza a acestor radiatii; ii) radiatiile ionizante (X, v, etc.) deschid ciclurile si
le distrug;

Numerosi agenti chimici reactioneazd cu bazele: i) acidul azotos (HNQO,) si

compusi organici si minerali derivati de la acesta: nitrozamine, nitriti $i nitrati ca si

acidul sulfuros (HSOj5) au actiune de deaminare (Figura 1.11). In industria alimentara
regdsim acesti compusi n categoria conservantilor utilizati pentru a impiedica

dezvoltarea bacteriilor. ii) mediul industrial este sursd de substante toxice alchilante

care determina metilarea diferitelor baze (guanina este cea mai usor de metilat); iii)

speciile reactive de oxigen - peroxizii, radicalii liberi, oxigenul ,singlet” - sunt

favorizate prin expunere la lumini si determina modificédri oxidative la nivelul bazelor

care obligd sistemele de reparare si reactioneze.
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Figura 1.10. Reactii de dezaminare ale bazelor: a) citozind la uracil; b) 5-metil-
citozina la timind
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3. Nucleozide

3.1. Pentoza nucleozidelor

3.1.1. Naturi si configuratie

Figura 1.11. Dezaminari provocate
de acidul azotos si consecintele
acestora

In structura acizilor nucleici glucidele implicate sunt riboza (Rib) —in acizi

ribonucleici si derivatul siu 2-deoxiriboza (dRib) - in acizii deoxiribonucleici. Acestea

au urmatoarele caracteristici de configuratie (Figura 1.12):

Serie sterici D
Ciclizare hemiacetalica furanozi
Anomerie B (beta)

i/ 3.1.2. Legiitura cu baza azotat:

Legétura cu baza este de tip N-glicozidica. Aceasta se stabileste intre carbonul

1" al pentozei si azotul N1 al pirimidinelor si N9 al purinelor (se realizeaza

numerotarea bazei §i apoi se reincepe prin numerotarea ribozei, dand numerelor

apelativul ,,prim”) (Figura 1.13). Astfel se obtin ribo- si deoxiribonucleotidele a ciror

nomenclaturd o prezentim in tabelul 1.1. Ca reguld generala trebuie si retinem sufixul

Cae . T C
»-idind” pentru nucleozidele pirimidinice $1 »-0zina” pentru nucleozidele purinice.

22

Ribozi

2’ Deoxiribozi

Figura 1.12. Structurile furanozice
ciclice cu anomerie P ale ribozei si
deoxiribozei

Legatura N-glicozidica, asemenea legaturii O-glicozidice, rezista la tratament

alcalin. Reactia sa cu acizii depinde de baza azotata: nucleozidele purinice se

hidrolizeaza usor, in timp ce pentru a degrada nucleozidele pirimidinice este necesara

actiunea prelungitd a unui acid concentrat. Se estimeaza ci intr-o zi, intr-o celuld de

mamifere, numai unul din 10° nucleotidele purinice isi pierde baza.

Tabel 1.1 Denumire si simbol cu trei litere si cu o litera pentru baze si nucleozidele lor

Baze azotate

Ribonucleozide

Deoxiribonucleozide

Nume S Nume Simbol Nume Simbol
3L 3L 1L 3. 1L
Baze nucleozide 2’deoxiribonucleozide
pirimidinice  Pyr pirimidinice Pyd Y pirimidinice dPyd dY/Yd
Citozind Cyt citidina cyd C 2’-deoxicitidini dCyd dC/Cd
Uracil Ura Uridina Urd U 2’-deoxiuridina dUrd dU/Ud
Timina Thy Ribozil-timind Thd T (2°-deoxi) timidini dThd dT/Td
Baze nucleozide 2’deoxiribonucleozide
purinice Pur purinice Puo R purinice dPuo dR/Rd
Adenina Ade Adenozinia Ado A 2’-deoxiadenozini dAdo dA/Ad
Guanina Gua Guanozini Guo G 2’-deoxiguanozini dGuo dG/Gd
Xantina Xan Xantozini Xao X  2’-deoxixantozini dXao dX/Xd
Hipoxantina Hyp Inozina Ino 1
NH>
Legituri ¥ glicozidici / \\ N

HO
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Figura 1.13. Legaturd B -N glicozidica intre
o0 baza purinica §i riboza
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3.2. Conformatia nucleozidelor

Deoarece heterociclul plan al bazelor nu este deformabil, izomeria de

conformatie este data de glucid si de legitura glicozidica.

3.2.1. Conformerii pentozei

Ciclul furanozic al pentozelor nu este plan ci prezintd o structura spatiala
caracteristica. Aceastd structurd este rezultatul flexibilitatii legaturilor prezente in
heterocicluri. Sunt recunoscute doud tipuri de conformatii: E sau wenvelope” si T sau
~twist” ale caror niveluri de energie sunt apropiate. Conformatia T reprezintd o forma
intermediara putin stabild care apare prin deformarea conformatiei E. Conformatia T
(twist), prezintd numai trei atomi coplanari: atomul de oxigen si cei doi atomi de
carbon adiacenti. Ceilalti doi atomi de carbon se depirteaza lejer de o parte si de alta.

In cazul conformatiei E (,.envelope™), sunt patru atomi adiacenti-oxigenul si trei
atomi de carbon-care pot fi considerati impreuni ca formand un plan. Deviatiile dintre
acestia sunt foarte mici, de ordinul picometrilor. in urma studiilor realizate pentru
structura cristalind a peste 50 de nucleozide si nucleotide, s-a demonstrat ci cel de al
cincilea atom se departeaza la citeva zecimi de nanometri (mai putin de 0,05 nm;
distanta intre cele doua nuclee ale atomilor implicati intr-o legatura covalenta C-C
fiind de ordinul 0,15 nm) (Figura 1.14).

Aceste conformatii sunt desemnate ca endo daci C care deviaza din plan este de
aceeasi parte a planului cu carbonul C5’, si exo daci acesta se afli orientat in directie
opusd. Nomenclatura adoptatd este cea de E si T cu referire la atomii de carbon
exoplanari.

La marea majoritate a nucleozidelor, atomii de C exteriori sunt C2’ si C3°.
Doud dintre cele mai probabile conformatii pentru D-ribozi si pentru derivatul siu 2-
deoxi-riboza din structura nucleotidelor, sunt prezentate in figura 1.15. Conformatia

ribozelor impune polinucleotidelor structuri spatiale diferite.
3.2.2. Izomerii de rotatie in jurul legiturii glicozidice

in cazul legaturii peptidice rigide si in cazul legiturilor C-C din structura
acizilor grasi, este asiguratd o anumité libertate de rotatie substituentilor caracteristici
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care stau la originea conformatiilor structurale multiple. in cazul nucleozidelor,
nucleotidelor si acizilor nucleici legitura glicozidica C1’-N permite rotatia bazei
azotate in jurul legaturii si situarea sa in doud pozitii diametral opuse in raport cu
pentoza (Figura 1.16).

Pentru conformatia syn (impreund), planul bazelor este orientat de aceeasi parte
cu riboza, in timp ce pent;u conformatia anti (contrar), orientarea este contrard. in
cazul nucleozidelor pirimidinice singura conformatie naturald admisa este anti
deoarece carbonul din pozitia 2 purtator de grupare carbonilica determind aparitia unor
forte de respingere cu oxigenul ciclului ribozic.

in figura 1.16 este prezentat modul conventional de definire a regiunilor syn si
anti in functie de unghiul de torsiune 7: i) consideram rotatia dreaptd a lui N1 catre
C1’ in jurul legaturii considerate; ii) axa de referintd (0°) este reprezentata de legatura

C1°-04’ din pentozi; iii) legiturile bazelor considerate pentru calcularea unghiului

sunt N1-C2 pentru pirimidine si N9-C4 pentru purine.

@)

Baza

Figura 1.14. Cele doua conformatii pe care
le adoptdi pentoza in structura acizilor
nucleici: a) E (,envelope™) si b) T (,,twist™)
(dupa Biochemistry, Voet & Voet, 1995)

Figura 1.15. Cele mai probabile conformaii
ale ciclului furanozic (riboza si deoxiriboza)
din structura nucleotidelor: a) perspectiva; b)
vedere din fata (planul atomilor coplanari
perpendiculari  pe planul  paginii) (dupa
Biochemistry, Voet & Voet,1995)
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OH OH OH OH OH OH

syn- Adenozina anti-Adenozini anti—Citidini

Figura 1.16. Izomerii de rotatie in jurul legaturii glicozidice si definirea unghiului de
torsiune x (in raport cu legatura N9-C1° i N1-C1° )

Constrangerile sterice si interactiunile limiteaza posibilitatile de rotatie: i)
purinele pot sa adopte doua conformatii in timp ce pentru pirimidine, interferenta
dintre gruparea hidroximetil a ozei (ribozei, deoxiribozei) si oxigenul gruparii
carbonil, defavorizeaza puternic conformatia syn si avantajeaza conformatia anti; ii)
probabilitatea existentei unuia sau a altuia dintre rotameri (izomeri de rotatie sau
conformeri de rotatie) depinde si de conformatia adoptati de pentoza.

Mai térziu se va discuta incidenta acestei rotatii asupra conformatiei finale a

polinucleotidelor.

3.3. Nucleozide naturale si de sintez:

3.3.1. Nucleozidele: metaboliti si constituenti ai cofactorilor enzimatici

Ca si bazele lor, nucleozidele se regasesc ca intermediari in metabolismul
nucleotidelor: inozitol fosfatul este precursorul comun al nucleotidelor care contin in
structurd adenozini §i guanozini.

Alte nucleozide se regisesc sub forma de cofactori sau coenzime. De exemplu,
adenozina este prezenta: i) legata de gruparea sulthidril a metioninei (Figura 1.17) formand

S-adenozilmetionina, cofactor care asigura transferul unej grupdri metil; ii) in molecula

coenzimei B12, sub forma 5’-deoxiadenozil cobalamini (Figura 1.18); iii) in fosfoadenozil

fosfosulfatul (PAPS, Figura 1.17) care este implicat in reactiile de sulfatare a glicanilor si a
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lipidelor; adenozin 3’, 5’ -difosfat fixeaza o grupare sulfat printr-o legaturd anhidridica,

formata intre acid sulfuric si fosfatul din pozitia 5° (Tabel 1.2).

Tabel 1.2. Coenzime si molecule intermediari metabolici in structura carora intra adenozina

Compusul functia nucleotidul sau legitura cu
nucleozidul din structurd  restul moleculei

Coenzima A (CoA) acilare adenozin 3’-fosfat ester: 5 diP-
5’-difosfat (Ado3°P,5°’PP)  alcool

Flavin adenin dinucleotid Oxido-red  adenozin 5’-difosfat ester: 5 diP-
(Ado 5’ PP, ADP) alcool

Nicotinamid adenin Oxido-red  adenozin 5’-difosfat ester: diP-oza

dinucleotid (NAD si NADP) (Ado 5’ PP, ADP)

Coenzima B12 (Co B12) 5’-deoxiadenozin C5-Co din
(5° dAdo) nucleu

Fosfoadenozin fosfosulfat trans.sulfat  adenozin 3°,5’-bisfosfat anhidrida:5’P-

{Ado3’P5°PS, PAPS) (Ado3’.5°diP) sulfat

S-adenozilmetionina transf. Adenozina (Ado) sulfhidril:  C5°-

(AdoMet) metil S(Met)

e 0
ll kn 9 0,, .
\ HO-CH o _ﬁ_o'g_ G
S 0
H-C
> HO OH
HO oOH
a} S-ndenozil metionind b) Inozind <) PAPS

Figura 1.17. Exemple de nucleozide care intrd in structura unor metaboliti sau/si
cofactori: a) S-adenozilmetionina (SAM); b) inozina (hipoxantin
riboza); c) fosfoadenozil fosfosulfat (PAPS)

3.3.2. Nucleozide atipice naturale

Sunt cunoscute si analizate o serie de nucleozide atipice natural:
a) prezente alaturi de alte baze minore in structura ARNt: pseudouridina, uracil
legat de riboza prin intermediul carbonului C5 si nu prin intermediul azotului, forméand

o legaturd C-glicozidica (ozidici) e nald. Acest nucleozid si derivatul obtinut

prin reducere, 5, 6 dihidrouridina, sunt prezente in majoritatea moleculelor de ARNt si

reprezintd cele mai abundente nucleozide minore. Derivatii 2’-O-metilati ai ribozei
constituie puncte de rezistenta la hidroliza enzimatica sau alcalind a ARNt.

b) microorganismele produc nucleozide libere in structura cirora riboza este
inlocuitd cu arabinoz3 (Ara), cu aceeasi configuratie. Deoarece au fost pentru prima
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datad izolate din spongieri, aceste substante au fost denumite spongiozide si

spongionuc]eoﬁde_ Arabinozilcitozina si arabinoziladenozina sunt folosite in terapia

antivirald (Ara-Ade contra virusului Herpes) si anticanceroasa (Ara-Cyt in tratamentul
leucemiilor). Inactivarea lor enzimatica este intdrziata prin transformarea in derivati
carbociclici (Figura 1.19).

¢) Puromicina este un antibiotic, inhibitor al sintezei proteice, secretat de
Streptomyces. in acest nucleozid, foarte substituit, baza este reprezentati de adenozini
N-dimetilata iar pentoza este o ribozamina dimetilata atasata printr-o legatura amidica
la O-metiltirozind (Figura 1.19). Antibioticul intervine la nivelul sintezei proteice la
procariote, si eucariote, blocind-o.

I |
TN,
< oo
. | _ ¢ Coewzima B12
IR . Fé 5'(190.\'13(len07'j1
' | ¢ \D" cobalamini
X HA A M
¥ Conin ang ‘ = A |
b M P
N ]
N
—NH,
P X,
Q = ' N
Benzimidazol
Cianocobalamin Metilcobalanin
CHA0H

Figura 1.18. Structura moleculei B12 contine nucleozidul 5’deoxiadenozil

Q H NHy NH, HCCHy
NF N
H 7~0 éjtw}
0 N_0—CHy 4
| H
HOCH, HO—CH, HO—CH, N
HN
: (I‘=u
» (;u—l’ll,@_—um
OH OH OH OH NHS :
I'sedilpuridina B -Arabinozil-cMozina Arablnozil-adenozina Puromicina

Figura 1.19. Nucleozide atipice naturale: pseudouridina, B-arabinozil-citozina, arabinozil-
adenozina, puromicina
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3.3.3. Nucleozide de sintez

Nucleozidele de sinteza completeazi arsenalul de analogi antagonisti. Dintre
structurile existente exemplificim:

a) formele deoxi-, halogenate sau nu ale nucleozidelor purinice §i pirimidinice

cu proprietdti bacteriostatice: 3’-deoxiadenozina foarte eficace impotriva Bacillus
subtilis;
b) 6-azauridina este de un mare interes in tratamentul maladiilor proliferative

ale epidermei, iar derivatul sau triacetat in psoriazis (Figura 1.20).

3 Deoxiadenozina 6- Azawridina

Figura 1. 20. Nucleozide de sinteza: 3’deoxiadenozina,
6-azauridina

(a)

Fosfat Ribozd

Adenozin 5' monofosfat

(AMP)

Figura 1.21. Adenozin 5’-monofosfat (adenilat,
AMP)
)
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4. Nucleotide

4.1. Tipuri de nucleotide

Sunt esteri fosfat ai nucleozidelor. Primele lor denumiri bazate pe numarul de
grupari fosfat prezente in molecula (mono-, di-, trifosfati) au fost inlocuite printr-o
nomenclaturi care inlatura ambiguitatile. De fapt, in nucleotidele naturale:

a) fosforilarea priveste gruparea hidroxil legata la unul sau mai multi atomi de
carbon din ciclul pentozei: nucleotidul este un nucleozid mono-, di- sau trifosfat;

b) gruparea fosfat poate ea insasi si fie angajata: i) cu alte molecule de acid
fosforic in condensari anhidridice; ii) cu un nucleotid cu structuri de nucleozid di- sau
trifosfat, deoarece aceasti combinatie si cea de mai inainte nu se exclud;

¢) o altd grupare hidroxil, printr-o a doua legituri ester poate inchide molecula
si determini formarea de nucleotide ciclice.

Acizii nucleici sunt polimeri de nucleozide monofosfat. Celelalte nucleotide
intervin in biosinteza acestora si in alte tipuri de interactiuni de tipul acelora evocate

mai sus. Nomenclatura si tipurile de nucleotide sunt prezentate in tabelul 1.3.

4.1.1. Mono- si difosfat nucleozide

4.1.1.1. Monofosfat nucleozide

Polifosforilarea C5° nu este o reactie foarte curentd. Acizii nucleici sunt
polimeri de nucleozide 5’-fosfat. Existenta legaturii internucleotidice 3’OH-5’P poate
fi dovedita prin eliberarea de nucleozide 3’-fosfat, in anumite etape ale hidrolizei lor.
in figura 1.21. este prezentat mononucleotidul derivat de la adenozing, care are si o serie
de alte implicatii metabolice.

Constantele de disociere acide (pKa) ale gruparilor fosforice fixe fac ca la
temperaturd si pH fiziologic grupdrile sa contind doua sarcini negative: molecula este
un acid (valoarea pKa a primei etape de ionizare este apropiata de 1,0) de unde si
denumirea de acid pe care o atribuim acestor esteri-fosfati (Tabel 1.3).

Solubilitatea lor in apa este variabila dar rimane redusa. Proprietitile optice de
absorbtie sunt datorate bazelor prezente in structurd si au fost trecute in revistd in

paragrafele anterioare.

4.1.1.2. Difosfat nucleozide

Aceste structuri sunt rare. Cele mai bine reprezentate sunt nucleotidele derivate
de 1a adenina care sunt prezente in structura moleculelor de activare sau a coenzimelor
(Tabel 1. 2). De exemplu adenozin 3°, 5° -difosfat fixeaza o grupare sulfat printr-o
legatura anhidridica, formata intre acidul sulfuric si fosfatul din pozitia 5°.
Fosfoadenozil fosfosulfatul (PAPS) este implicat in reactiile de sulfatare a glicanilor si
lipidelor (Figura 1.17). De asemenea, adenozin 3’-fosfat 5°-difosfat (exemplu de
nucleotid diester mixt si anhidridd) formeazi o parte a moleculei coenzimei A,

implicata in procesul de acetilare.

4.1.2. Polifosfat nucleozide

Difosfat nucleozidele rezulta din fixarea, prin legaturd anhidridica acida, a celei
de a doua molecule de acid fosforic, la nivelul esterului fosforic al carbonului C5°.
Reluarea reactiei la nivelul acestui nucleozid difosfat (la nivelul celei de a doua
molecule fosfat) conduce la obtinerea nucleozid trifosfatilor. Pentru exemplificare
luam in discutie nucleotidul care contine adenind (Figura 1.22).

Consecinta imediatd a structurii este marea densitate de sarcini negative in
conditii fiziologice: trei pentru difosfat §i patru pentru trifosfat. Acestea ridica
probleme pentru: i) echilibrul electric al celulei, concentratia de nucleotide libere fiind
obligatoriu limitata; ii) fixarea acestor molecule la nivelul structurilor vii. Cationii
divalenti de magneziu i mangan temporizeaza repulsiile electrostatice care pot sa
apara (Figura 1.23).

Acesti compusi au un inalt potential energetic. in conditii celulare, legaturile de

tip anhidrida acida au o entalpie libera de hidroliza superioara legdturilor ester-fosfat
(de ordinul a 30 kl/mol). ATP este molecula selectionata evolutiv de catre organisme

pentru a constitui rezerva temporari si sursa de energie utilizabila de catre materia vie

(Figura 1.24), cu toate ci in cateva reactii metabolice intervin si CTP, GTP si TTP.

De hidroliza ATP depind: i) realizarea unor actiuni fizice cum sunt contractia
musculara si transportul activ al ionilor si moleculelor; ii) reactiile chimice care sunt
termodinamic imposibile fara cuplare energetica.

O diversitate mai mare de nucleotide sunt utilizate in vivo ca suport molecular

de activare a grupelor sau moleculelor indispensabile intrarii acestora in reactiile




metabolice. Activarea-fixarea se realizeaza prin consumarea unei legéturi anhidridd

acida prezentd in structura unei molecule de nucleotid trifosfat:

a) etanolamina si colina sunt activate de citre CDP (Figura 1.25);

b) glucidele sunt activate fie prin interventia: i) UTP si mai rar de GTP si CTP,

pentru biosinteza glicanilor si a lanturilor glicozilate ale proteinelor; ii) ATP care

reprezinta donorul de energie si de grupari fosfat pentru fosforilare.

Biosinteza polimerilor nucleozidici 5’-monofosfat (acizii nucleici) se realizeazi

prin condensarea precursorilor trifosfat, energia necesard formarii legiturii covalente

fiind furnizatd de hidroliza legaturii anhidridice. Este foarte clar ci celula trebuie sa

intretind permanent o rezerva si sa echilibreze necesarul de NTP, asa cum procedeaza

in cazul aminoacizilor necesari sintezei proteice.

Tabel 1.3. Nomenclatura si simbolurile diferitelor tipuri de nucleotide (sunt figurate numai
ribonucleotidele, in afara de timina care serveste ca exemplu pentru deoxiribonucleotide).

Hy
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deoxirbonucleozid (dN)
deosarbonucleozid S monofosfat (ANNMP)

deoxirbonucleozid 5' difosfat (ANDP)

-t

= deoxirbonucleotid 5 trifosfat (ANTP)

Figura 1.22. Structura nucleozid

polifosfatului derivat de la adenina (ATP)

Nume Simboluri
Formuli generali Nucleozid x’, y’-bifosfat Nucx’,y’ P2
Exemple adenozina 3°-5’-bifosfat Ado3’. 5’ P2
Nucleotide mono- si polifosfat {cu gruparea fosfat la nivelul aceluiasi atom de carbon
Nume Simboluri
Formuli generala Nucleozid x’-fosfat* Nuc5’P NMP
x’-difosfat Nuc5’PP NDP
x’-trifosfat Nuc5’PPP NTP
Aplicatii citidind 5’-fosfat Cyd5’P CMP
5’-difosfat Cyd5’PP CDP
_5’-trifosfat Cyd5’PPP CTP
uridina 5’-fosfat Urd5’P UpP
5’-difosfat Urd5’PP UDP
5’-trifosfat Urd5’PPP _UTP
dtimina 5°-fosfat dThd5’P dTMP
5’-difosfat dThd5°PP dTDP
S’-trifosfat dThd5’PPP dTTP
adenozina 5’-fosfat* Ado5’P AMP
5’-difosfat Ado5’PP ADP
5’-trifosfat Ado5PPP ATP
guanozind 5’-fosfat Guo5’P GMP
5°-difosfat Guo5’PP GDP
5’-trifosfat Guo5’PPP GTP

Nucleotide ciclice (punti fosfodiester intre Cx’ siy’ din pentezi)

Nume Simboluri
Formuli general3 nucleozid x’;y’ —fosfat Nuex’:y’P NMPc
Aplicatii adenozina 3’:5’-fosfat Ado3’ :5°P AMPc
guanozini 3’:5°-fosfat Guo3’:5’P GMPc

*. caracterul acid al nucleozid monofosfatilor face ca ele s3 fic denumite gi:
acid 5’-citidilic (forma acida) sau 5’-citidilat (forma ionizata);
acid 5’-uridilic (5’-uridilat); acid 5’-timidilic (5’-dtimidilat);
acid 5°-adenilic (5’-adenilat); acid 5’-guanilic (5’-guanilat).
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Figura 1.23. Complexe ATP Mg

Figura 1.24. Structurile AMP, ADP si ATP cu
marcarea legaturilor fosfoester si fosfoanhidrida

I |
0—P+ 0—P—-0—P—0—CH; g

NH,
Leganui
Legind T“ﬁw_-.'tnrN/ N
Tosfonuhihidh k I \>
':)_[—l——l——“_—l-L 0 \N N :
I L}

S L L

: 0 0 H H

! ; | I H H

' : '; { HO OH

E E }I Adenozini '

P > =

L e =
ATP

O serie de nucleotide sunt constituenti ai coenzimelor. Adenozin 5’-difosfatul

intrd in structura a doud coenzime implicate in reactii de oxido-reducere: nicotinamid
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etanolamina, UDP-glucoza

Figura 1.27. Structura Coenzimei A forma activa SH.

in tabelul 1.2 sunt prezentate coenzime si intermediari metabolici care contin in

moleculd adenozina.




4.1.3. Nucleotide ciclice

In structura acestor derivati, un fosfat formeaza o punte fosfodiester
intramoleculara care ciclizeazi molecula. Acesti compusi au fost selectionati pentru
functiile lor in comunicare si semnalizare celulara fiind repartizati in compartimentul
intracelular.

Mesagerii_secundari: conceptul de mesager secundar a fost impus odata cu
descoperirea AMP ciclic (AMPc) in 1950 de citre Sutherland. Un mesager secundar
este o molecula care asigurd actiunea intracelulara a unui semnal extracelular. Acest
semnal poate sa fie un hormon sau un alt medijator si constituie primul mesager care se
fixeaza la suprafata celulara.

AMPc (Figura 1.28) este produs plecénd de la ATP la nivelul fetei intracelulare a
membranei plasmatice in urma fixarii moleculei semnal. Producerea AMPc este oprita,
in momentul in care actiunea externi inceteaza, prin hidroliza uneia dintre legaturile
ester, produsul 5’-AMP fiind reciclabil.

Analiza reactiilor la care participa acest tip de mesager ne face sa intelegem de
ce aceastd moleculd a fost aleasi evolutiv drept mesager secundar universal. GMP

ciclic (GMPc) are o functie similara dar pentru un numdr foarte scizut de cai de
semnalizare (Figura 1.28).
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:l :.4 H/ \\\"l!‘
\, \ 4
) % f2
6P b0 OH 0= 0 O
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3',5" efclic AMP 3,5 clellc CMP
{ (AMP¢) (GMPc)

Figura 1.28. Nucleotide ciclice
-,O

4.2. Proprietitile nucleotidelor

Componentele celulare care contin fie baze purinice, fie pirimidinice pot fi usor
detectate datoritd absorbtiei puternice a luminii ultraviolete. Bazele purinice,
nucleozidele si nucleotidele au absorbtii mai puternice decét pirimidinele si derivatii
lor. Coeficientii de extinctie molara (o masura a absorbtiei luminii la tungimi de unda
specifice) si lungimile de undd (Amax.) corespunzitoare acestora sunt prezentate in
tabelul 1. 4. Lungimea de undi la care se inregistreazd absorbfie maxima variaza, in
particular, cu baza din compozitia moleculei, dar in majoritatea cazurilor este
apropiatd de 260 nm. Spectrul UV pentru fiecare dintre aceste nucleozide sau derivati
nucleotidici poate fi diferit in functie de pH. Absorbtiile UV puternice si diferentele
datorate structurii specifice a bazelor, din structurd, furnizeazd metode sensibile de
dozare a acestor compusi atit din punct de vedere calitativ cit si cantitativ. De
exemplu, deaminarea citozinei din structura nucleozidului sau nucleotidului la derivatii
uracil corespunzitori determind o deplasare a Amax. de la 271 nm la 262 nm, care este
usor de determinat. Datoritd coeficientilor molari de extinctie mari ai bazelor purinice
si pirimidinice in acizii nucleici, o solutie de ARN sau ADN de concentratie 1 mg/ml
va avea o absorbantd la 260 nm de aproximativ 20 unititi, in timp ce o solutie proteica
obisnuitd cu concentratia de 1 mg/ml va avea la 280 nm o absorbantd de aproximativ o
unitate. in consecinta, acizii nucleici pot fi usor detectati si in concentratii foarte mici.

Legatura N-glicozidica, din structura nucleozidelor purinice si pirimidinice, este
stabila in prezenta de baze. Totusi, stabilitatea acestei legaturi la hidroliza acida diferd
marcant. Legatura N-glicozidica din structura nucleozidelor si nucleotidelor purinice
se hidrolizeazd usor in prezentd de acizi diluati si prin cresterea temperaturii (600C)
conducénd la purine libere si glucide sau glucide-fosforilate. Pe de altd parte, legitura
N-glicozidicd din nucleozidele derivate de la wracil, citozind si timind si din
nucleotidele derivate de la acestea este foarte stabild la tratament acid. Pentru

eliberarea pirimidinelor libere si completa distrugere a restului glucidic sunt necesare

conditii drastice de hidroliza, cum ar fi acid percloric (60%) si temperatura de 100°C.




.

Legatura N-glicozidica din structura nucleozidului derivat de la dihidrouracil este
sensibild la tratament acid moderat.

Datoritd grupérilor fosfat foarte polare, nucleotidele purinice si pirimidinice
sunt mult mai stabile in solutii apoase decat nucleozidele si bazele libere din care
deriva. In general, nucleozidele sunt mult mai solubile decét bazele purinice si
pirimidinice libere.

Bazele purinice si pirimidinice, nucleozidele si nucleotidele derivate din acestea
pot fi usor separate printr-o serie de tehnici. Aceste metode sunt: cromatografie pe
hartie, cromatografie in strat subtire (Thin Layer Chromatography TLC),
cromatografie de schimb ionic, electroforezi. Cele mai bune separari ale compusilor
purinici si pirimidinici s-au realizat prin cromatografie lichida de naltd presiune in
fazd inversd (High Presure Liquid Chromatography HPLC). Prin aceasti tehnica pot fi

separate cantitati de ordinul nano-molilor din aceste componente intr-o scurtd perioada

de timp.

Tabel 1.4. Constante spectrofotometrice ale nucleozidelor purinice
si pirimidinice

Nucleozidul Coeficientul molar de extinctie Amax la pH 7,0

Adenozini 15,4 259
Guanozini 13,7 253
Citidina 8,9 271
Uridina 10,0 262
Timidina 10,0 262

In figura 1.29 este prezentat profilul de separare prin HPLC al unui amestec
format din baze, nucleozide si nucleotide. Dezvoltarea acestei tehnici prin introducerea

coloanelor de inaltd rezolutie permite o determinare rapidd a nucleozidelor si

nucleotidelor dintr-un numar mare si variat de celule in diferite stadii.

1. Citidind 6. Timini 11.UMP 20.UDP
17 2. Uracil 7.Iozini 12. Adenozind 21.GDP
35 i 3.Hipoxamtini B, Adenini  13.NAD 22, NADP
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]2 17. AMP 26.CTP
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Separarea bazelor, nucleozidelor si nucleotidelor prin HPLC in fazi inversa

Figura 1.29. Secpararea bazelor, nucleozidelor si nucleotidelor prin
cromatografie lichida de inaltd rezolutie (HPLC) in faza
inversa: Coloana Alltina C18-NUC, 5 pum, 250 x 4,6 mm;
faza mobila: gradient crescator de fosfat si descrescator de
metanol; debit 1,5 ml/min; detector UV 267 nm

4.3. Functii metabolice ale nucleotidelor

Toate tipurile de celule (mamifere, bacterii, plante) contin o varietate foarte
mare de nucleotide si de derivati ai acestora. Unele dintre aceste nucleotide se gasesc
in cantitati importante in celule (de ordin mili-molar). Ratiunea existentei unui numar
mare de nucleotide si de derivati ai acestora, in celuld, este faptul ca acestea sunt
implicate intr-un numdr foarte mare de procese metabolice care asigura cresterea §i
functionarea normala.

Rol in metabolismul energetic: dupa cum am prezentat mai sus ATP reprezinta

principala formd sub care energia este disponibild in celuld. Cantitativ, ATP este
generat in celule prin fosforilare oxidativa si fosforilare la nivel de substrat. ATP este
folosit pentru a coordona reactiile metabolice, ca agent de fosforilare, fiind implicat si
in procesele de contractie musculard, transport activ si mentinerea integritatii
membranare. Ca agent de fosforilare, ATP serveste drept donor de fosfat pentru

generarea altor nucleozide 5’-trifosfat (GTP, UTP si CTP).




Unitati monomere ale acizilor nucleici: acizii nucleici, ADN si ARN, sunt
compusi din unitdti monomere, nucleotide. in reactiile de sinteza ale acizilor nucleici,
nucleozidele 5’-trifosfat sunt substrate care participa la formarea legaturilor 3°, 5°-

fosfodiester cu eliberarea unei molecule de pirofosfat la fiecare condensare.

Mediatori fiziologici: una dintre cele mai recent recunoscute functii ale
nucleotidelor si ale derivatilor acestora este implicarea in procesul de mediere a unor
procese metabolice cheie. In primul rdnd, trebuie luat in considerare rolul AMPc ca
mesager secundar in controlul glicogenolizei §i glicogenezei mediata de epinefrina si
glucagon si in semnalizarea transmembranard prin intermediul proteinelor G. De
asemenea a fost recunoscuta si importanta GMPc ca mediator celular. O serie de studii
confirma rolul critic al concentratiei ADP in agregarea plachetelor in timpul coagularii
sangelui. Adenozina provoaci dilatarea vaselor de sdnge coronariene si poate avea un
rol important in reglarea fluxului de sange la nivelul coronarelor. GTP este necesar
unor reactii cum este prelucrarea post-transcriptionald a ARNm (adiugarea capului),
transmiterea semnalului catre proteinele G (,,GTP binding protein™), si formarea

microtubulilor.

Componente ale coenzimelor: intrd in structura NAD®, NADP’, FAD si CoA

care sunt constituenti celulari foarte importanti cu rol critic in multe reactii metabolice.

Intermediari activati: nucleotidele au si rolul de transportori (,carriers”) ai

intermediarilor activati” intr-o serie de reactii metabolice. Compusul UDP-glucozi
este un intermediar cheie in sinteza glicogenului si glicoproteinelor. Compusii GDP-
manoza, GDP-fucozd, UDP-galactoza, si CMP-acid sialic sunt cu totii intermediari
cheie in reactiile in care monomerii glucidici sunt transferati pentru sinteza
glicoproteinelor. CTP este folosit pentru generarea CDP-colinei, CDP-etanolaminei si
CDP-diacilglicerolilor, care sunt implicati in metabolismul fosfolipidelor. De
asemenea, alti intermediari activati sunt S-adenozilmetionina (SAM) si 3’-
fosfoadenozin 5’-fosfosulfat (PAPS). S-adenozilmetionina este un donor de grupari
metil in reactiile responsabile de metilarea glucidelor si a bazelor din structura ARN si
ADN si in formarea unor compusi cum sunt fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,

carnitina din lizing, etc. S-adenozilmetionina furnizeaza si grupari aminopropil pentru

sinteza sperminei din ornitina. Intermediarul PAPS este folosit ca donor de grupari
sulfat pentru sulfatarea biomoleculelor de tipul proteoglicanilor si sulfatidelor.

Efectori alosterici: o serie din etapele metabolice reglatoare sunt controlate prin

intermediul concentratiilor intracelulare ale nucleotidelor.

in celule nucleotidele sunt distribuite diferit: principalele forme ale compusilor

purinici si pirimidinici din celuld sunt derivatii 5°-nucleotidici. in celulele normale
ATP reprezinta nucleotidul cu concentratia cea mai mare. De retinut ca, in functie de
tipul celular, concentratia nucleotidelor variaza foarte mult. De exemplu, in eritrocite
adenin nucleotidele depasesc mult concentratia altor nucleotide, care sunt in
concentratii abia detectabile. In celulele hepatice si in alte tesuturi se regdseste un
spectru complex al mono-, di- si trifosfatilor care se regisesc cuplati in structurile
UDP-glucoza, UDP-acid glucuronic, NAD’, NADH, etc. Prezenta bazelor libere,
nucleozidelor sau nucleotidelor 2°- si 3’-fosfat, in fractia acida solubila din celule, este
datoratd reactiilor de degradare normala a nucleotidelor exogene si endogene. In
acelagi mod se explicd si prezenta bazelor minore rezultate din degradarea acizilor
nucleici.

Concentratia ribonucleotidelor in celula este de ordin milimolar in timp ce
concentratia deoxiribonucleotidelor este de ordin micromolar. De exemplu,
concentratia ATP in celulele tumorii Erlich este de 3600 pmol/ 10® celule, in timp ce
dATP este in concentratie de numai 4 pmol/10° celule. Totusi, nivelurile
concentratiilor deoxiribonucleotidelor sunt subiectul unor fluctuatii majore in timpul
ciclului celular, in contrast cu nivelul concentratiei ribonucleotidelor care rdméane
relativ constant.

in celulele normale, concentratia totald a nucleotidelor se modificad intr-un
domeniu ingust desi concentratia componentelor individuale poate sd varieze. De
exemplu, concentratia totald a adenin-nucleotidelor (AMP, ADP si ATP) este

constantd, desi pot exista variatii ale raportului ATP/AMP+ADP, dependente de starea

energeticd a celulelor. La baza ,.concentratiilor fixe” ale nucleotidelor sti faptul ca
reactiile de biosintezd ale acestora reprezintd cii metabolice care presupun o reglare

celulari foarte fina.




CAPITOLUL II

STRUCTURA PRIMARA A ACIZILOR NUCLEICI

Asemenea poliglucidelor si proteinelor, acesti polimeri se caracterizeaza printr-
o structurd covalenta primara si prin aranjarea spatiala a acesteia intr-o ierarhie pe care
o vom discuta in capitolele urmétoare.

Structura primara a acizilor nucleici (AN) se referd la secventa inldntuirii
monomerilor nucleozid 5’-fosfat (NMP), legiturile dintre acestia si méirimea

polimerilor obtinuti.
1. Caracteristicile de compozitie ale structurii primare

1.1. Nucleotidele

Cele doua tipuri de acizi nucleici se deosebesc prin doua caracteristici calitative
fundamentale (Tabelul 2.1):

1) prezenta unei pentoze diferite (ribozd sau deoxiribozd); tipul de glucid da
numele celor doud tipuri de acizi nucleici deoarece nu existd structuri naturale mixte
ADN/ARN in afara de hibrizii care apar tranzitoriu in timpul replicdrii si transcriptiei;

2) diferente privind cele patru baze care intrd in constitutia ADN si ARN, una
dintre pirimidine fiind diferita. O distinctie mai nuantatd este dati de bazele si

nucleotidele minore discutate in capitolul anterior.

Tabel 2.1. Constituentii ARN si ADN

Acidul Pentoza NMP majore NMP minore
nucleic

Pyr Pur
ARN D-riboza U A foarte diverse ARNt
C G

ADN 2’-deoxi-D-riboza dT dA derivafi metilati ai A i C
dG
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Cu toate ci aceste diferente par minime ele au consecinte spectaculoase si sunt
suficiente pentru a imparti acizii nucleici in doua categorii majore de molecule destul
de asemidnitoare pentru a se recunoaste dar care au functii diferite. Astfel, prezenta
hidroxilului in pozitia 2° a ribozei determina:

a) imposibilitatea catenelor de ARN de a forma structuri dublu catenare pe
distante mari;

b) o reactivitate particulard a ARN;

¢) centre suplimentare de interactiune prin legaturi de hidrogen.

O alta diferentd de compozitie constd in faptul ci ADN se caracterizeazi prin

egalitdti si raporturi purine/pirimidine specifice pe care nu le regdsim in ARN.

1.2. Mirimea polimerilor nucleici

in privinta lungimii polimerilor nucleici gama acoperiti este foarte mare. De
fapt, trebuie sa subliniem ci este luat in discutie grupul care cuprinde macromoleculele
naturale cele mai mari. Marimea acizilor nucleici se exprima prin trei caracteristici
(tipuri de unitati): i) Jungime; ii) masd moleculard in Daltoni (Da); iii) numar de
nucleotide sau de baze ale acestora pentru monocatene (b) si in perechi de baze (pb)
dacd molecula este constituitd din dou# catene asociate. Multiplul cel mai folosit este
cel de kilobaze sau kilo-perechi de baze ( 1000 b sau 1000 pb).

Numarul nucleotidelor din structura ARN variazi de la mai multe zeci de baze
la mai multe mii de baze.

ARN ribozomal (ARNr) dela 1001a 5000 b

ARN de transfer (ARNt) 75-90b

ARN mesager (ARNm)  numirul de baze este in functie de gena copiati

Marimea ADN variazi in functie de regn si specie. Aceasta acoperd toatd gama
de la 5 000 la mai mult de un milion de perechi de baze. Masa moleculard medie a
unei perechi de baze este de 660 Da, iar distanta intre platourile a doua baze este de 0,
34 nm in conformitate cu caracteristicile geometrice ale dublei catene de ADN. Aceste
caracteristici dau o echivalenta foarte utild in practica: 2x10° Da se pot aproxima cu

3000 pbsicul pm.

in tabelul 2.2. sunt prezentate tipuri de ADN de provenientd diferiti. Marimea

acestora este comparata cu colagenul care este o molecula proteica gigant.

1.2.1. Metode de determinare a marimii acizilor nucleici

Metodele de determinare a dimensiunilor acestor macromolecule se bazeazi pe
diferite caracteristici. Marimea poate fi determinata prin mai multe metode:

Microscopie electronici: datoriti dimensiunilor

lor acizii nucleici pot vizualizati prin aceastd tehnica.
Metoda se potriveste foarte bine moleculelor de ADN
de marime medie (de la cateva mii la 200 000 pb)
(Figura 2.1)

Figura 2.1. Imagine electrono-microscopica a unei molecule de
ADN dublu catenara circular inchisa (plasmida)
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Electroforeza in gel: este o tehnica de separare a moleculelor in functie de masa

lor moleculara. Conditiile de densitate de sarcind asemanatoare sunt realizate in mod
natural, de citre scheletul oza-fosfat. De asemenea, dependenta logaritmicd, distanta
de migrare in functie de mirime, este bine respectatd. Pentru separarea moleculelor de
acizi nucleici de diferite dimensiuni sunt folosite geluri de agarozi cu porozitati variate
(Figura 2.2). Pentru facilitarea estimarilor cantitative existd colectii de polimeri
wmarkeri de masa moleculara” utilizati pentru etalonarea separérilor. De altfel, aceastd
metodd de separare este omniprezentd in manipuldrile de biologie moleculara.
Electroforeza se poate realiza si in geluri de poliacrilamida pentru situatiile in care este
necesard separarea moleculelor polinucleotidice mici sau a oligonucleotidelor. Prin
electroforeza in gel de poliacrilamida este posibild identificarea unor fragmente care
difera numai printr-un singur nucleotid. Din acest motiv tehnica este foarte utila in
secventializarea acizilor nucleici si in determinarea regiunilor de polimorfism normal

sau patologic determinat de existenta unor mutatii.




Tabel 2.2. Marimea unor molecule de ADN din diferite surse, comparata cu cea a unei proteine

fibroase, colagenul.

ADN/ n de baze Masi Lungime ) numir de
particule/ (kb) (MDa) (nm) (nm) cromozomi
organisme
Virusuri ADN
SV40 5,2 3.2 1,7x107 (1,7pm) 2
fag ®X174 54 3,6 1,8x10° (1,8 pm) 2
fag 1 48 32 17x107 (17 pm) 2
Procariote 4000 2600 1,36 2 |
E. coli
Eucariote
Drosofila 62 000 41000 21 2 2x4
Om 125 000 80 000 4] 2 2x23
Colagen 3x1000 0,33 0,3x107 (0,3 pm) 1.5
aminoacizi
Celule
Bacteria E. coli 2x10 (0,5x2 um)
Mamifere aprox 10x10° (10 um)

SV40: virus simian; mdrimea exactd a ADN este de 5243 pb. Bacteriofagii folosifi ca exemplu au drept gazdi
Escherichia coli. ADN al fagului @X174 este monocatenar, dar in celulele infectate se imperecheaza sub forma
de dubli catend. In tabel sunt date dimensiunile celei de a doua forme. La drosofila este datd mdrimea celui mai
mare ADN, este vorba de cromozomul gigant. La om este datd marimea ADN/cromozom.

Figura 2.2 Imagine de separare electroforetica a ADN
gel de agaroza: M, markeri de masa moleculara; 1, 2, 3,
si 5, ADN plasmidial scindat cu enzime de restrictie
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Moleculele ADN de mirime mare sunt
analizate i prin:

a) metoda clasica de ultracentrifugare cu

toate ca fortele de frecare existente intre aceste
molecule limiteazd cAmpul aplicatiilor (molecule
de pana la 1,5 x 10° pb). Prin aceasta tehnica pot
fi separate, in gradient de densitate de clorurd de
cesiu, urmétoarele: i) fragmente de ADN care au
un continut diferit in guanind si citozind (Figura

2.3a); ii) ADN genomic bacterian; iii) ADN

plasmidial; iv) ARN total, etc. Diferitele tipuri de ARN ribozomal de la eucariote si

procariote poate fi separat foarte simplu prin ultracentrifugare in gradient de zaharoza

(Figura 2.3b).
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Figura 2.3. Separarea acizilor nucleici prin ultracentrifugare: a) Separare
ADN prin ultracentrifugare in gradient de CsCl; b) separare
ARN prin ultracentrifugare in gradient de zaharoza

a) Introducerea celuleloi in agaioza b)
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Figura 2.4. Electroforeza in camp pulsatoriu: a) principiu de separare; b).
electroforegrama obiinuta in urma separarii unor fragmente mari
de ADN. Vizualizarea a fost realizata in urma colorérii cu bromura

de etidium.
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b) proprietdtile hidrodinamice ale solutiilor de ADN: i) birefringenta de

curgere, ii) viscozitate, etc.

¢) clectroforeza in camp pulsatoriu (sau alternant). Prin aceasti tehnica care a

fost imaginata la inceputul anilor 1980, doua campuri electrice se aplica alternativ pe
doua directii diferite. Principul de separare se bazeazi pe viteza diferita de reorientare
a moleculelor in momentul alternarii celor doua campuri electrice. Ele impun
moleculelor de ADN etape de reorientare diferite inainte de migrarea lor efectiva.
Aceste etape de reorientare sunt dependente de mirimea moleculelor. Separarea este

eficace si utilizabild pentru molecule de ADN mai mari de 10 000 kb (Figura 2.4).

1.3. Polimerizarea nucleotidici

Acizii nucleici sunt, asemeni proteinelor, polimeri neramificati care pot fi liniari
sau circulari. Demonstrata de Levene in 1925 si confirmati dupd 1950 de catre Todd,
inlantuirea covalenta a nucleotidelor este de tip ester. Depolimerizarea se poate realiza

prin hidroliza de diferite tipuri (acid4, bazica, enzimatic) si este destul de folositd in

tehnicile de biologie moleculara.
1.3.1. Legitura fosfodiester

Indiferent de tipul de acid nucleic (ribonucleic sau deoxiribonucleic), reactia de
asamblare polinucleotidicd este aceeasi: hidroxilul din pozitia 3° al unui nucleozid
monofosfat este esterificat de catre 5’-fosfatul din structura nucleozid trifosfatului care
participd la formarea legéturii (Figura 2.5). Faptul ci acizii nucleici sunt polimeri

fosfodiesterici ai NMP are urmitoarele consecinte directe:

a) asemeni polipeptidelor, catena este orientatdi (vectorizati). Sensul

conventional 5’-3” a fost adoptat pentru lectura si scrierea (de la stdnga la dreapta)
polinucleotidelor ca si pentru reprezentarile prescurtate si simbolice (Figura 2.6).

b) bazele fixate regulat in functie de o secventa specifica speciei moleculare,

sunt purtate de un schelet covalent pentozi-fosfat. Cu toate ci imaginea este
asemandtoare cu cea a scheletului polipeptidic purtitor al catenelor laterale ale
aminoacizilor, existd o serie de diferente fata de acesta: i) scheletul acizilor nucleici

este un polianion cu o sarcina pe unitate care are o densitate totali de sarcind negativa
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foarte mare; ii) varietatea bazelor este redusa. Analizam alternanta a patru baze fata de
alternanta a 20 de aminoacizi. Consecintele acestor diferente sunt foarte importante
pentru sistemele de informatie genetica. intelegem astfel, de ce pentru codificarea
aminoacizilor de catre secventele nucleotidice nu este nevoie numai de o simpla
echivalenta bazd/aminoacid. Este necesar un limbaj ternar, format din ansambluri de
trei baze adiacente a caror asociere determind existenta a 64 de combinatii posibile,

care stau la baza codului genetic.
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Figura 2. 5. Sinteza unei monocatene de ADN: a) formarea legaturii fosfodiester intl:e un
dinucleotid si deoxiadenozin citidin trifosfat; b) reprezentarea schematica a
reacfiei de sinteza cu marcarea orientdrii 5°-3” a catenei in formare
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Figura 2.6. Structgra unei molecule ARN: a) evidentierca inlantuirii nucleotidelor si vectorizarea
catenei; b) reprezentrile prescurtat si simbolica

1.4. Hidroliza acizilor nucleici

Degradarea unui polinucleotid poate si se refere la: i) legatura fosfodiester
atunci cind se produce o depolimerizare; ii) unitdfile nucleotidice daci se rupe legatura

glicozidicd si se degradeaza componentele. in ambele cazuri hidroliza poate fi de

naturd chimica sau enzimatici.

1.4.1. Hidroliza chimici a acizilor nucleici

Desi sunt printre cele mai stabile molecule, in conditii fiziologice celulare,
acizii nucleici prezinta totusi, rezistente diferite la conditiile de pH §i de temperaturi la
care se realizeaza diferitele tipuri de hidroliza, in vitro (Tabel 2.3).

Tratamentul acid afecteazi la fel ARN si ADN:

i) sunt necesare conditii drastice pentru a degrada scheletul pentozo-fosfat

(incilzire, acizi concentrati). In aceste conditii celelalte legaturi din structuri nu rezisti
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si obtinem un amestec de fosfati, oze si baze. Acest protocol, urmat de o fractionare
cromatografica, a fost una dintre tehnicile care au permis analiza compozitiei acizilor
nucleici;

it) in conditii relativ bidnde (pH 4,0), se vor rupe numai legaturile N-glicozidice
cu purinele care sunt cele mai fragile. In acest caz, se obtine un derivat de acid nucleic
apurinic care prezintd interes pentru anumite analize.

Comnortamentul ARN si ADN la hidrolizi bazici este foarte diferit:

i) ADN rezista la valori extreme de pH bazic. La pH 13,0 si 37°C se

inregistreazd aproximativ zece scindari pe ord §i pentru un milion de punti fosfo-
diester. Cu toate acestea, puntile fosfodiester din ADN devin sensibile la hidroliza
alcalind dacd bazele sunt inldturate sau degradate. Este cazul ADN apurinic. Aceasti
proprietate este utilizata in tehnica de secventializare chimica.

ii) ARN este total hidrolizat in ribonucleotidele componente in citeva minute, la
37°C si pH 11,0. nca de la pH 8,0, se constata inceperea unei degradari semnificative.
Comportamentul ARN la hidrolizd alcalind explicd obtinerea unui amestec de

nucleozide 2’ si 3’ fosfat in loc de 5° fosfat, aga cum era de asteptat.

Tabel 2.3. Produsii de degradare chimici a acizilor nucleici

Conditii Produsi de hidrolizi
ARN ADN
Acide
pH 1,0 + pentoze + fosfati + baze
ncalzire
pH 4.0 baze purinice + AN apurinici
Alcaline NMP (2’ sau 3°) -

Diferenta dintre reactivitatea ARN si inertia ADN este data de existenta gruparii
hidroxil din pozitia 2°. De fapt, aceastd grupare autorizeaza o catalizd bazica hidrolizei
puntilor fosfodiester schematizati in figura 2.7. Deprotonarea sa in conditii alcaline
produce un anion alcoxid, puternic nucleofil care atacd gruparea fosfo-diester
adiacentd. Absenta hidroxilului in 2’ din scheletul ADN este un factor determinant al
stabilitatii sale chimice in conditii celulare, normale sau agresive. Astfel intelegem
esenta selectiondrii evolutive a ADN, ca suport al informatiei genetice, datoritd

rezistentei sale. Aceastd molecula trebuie si suporte operatii de duplicare si de copiere
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care se desfdsoard pe toatd durata de viata a organismului si si asigure transmiterea

informatiilor la descendenti.
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Figura 2.7. Schema mecanismului de hidrolizi ARN prin cataliza bazica: 1. Hidroxilul
din 2’ este deprotonat de catre jonul hidroxid; 2. Alcoxidul, nucleofil, ataci
gruparea fosfodiester cu formarea unui diester ciclic 2°: 3°; 3. Un al doilea
hidroxid provoaca hidroliza uneia sau alteia dintre legaturile ester: se obtin
izomeri 2’ si 3 fosfat.

1.4.2. Scindarea enzimatici

Enzimele care catalizeazi hidroliza legiturii fosfodiester din structura acizilor
nucleici, fosfodiesterazele, sunt numite si nucleaze. Acestea sunt prezente in toate
celulele i sunt foarte utile in metabolismul acizilor nucleici si proteinelor. O parte
dintre aceste nucleaze sunt secretate de citre pancreasul exocrin, in intestin, si
participd direct la digestia hranei. Aceste enzime prezintd niveluri de specificitate
comparabile cu cele ale peptidazelor si proteazelor. Ele se pot clasifica in functie de:

a) modul lor de atac al catenei: i) exonucleaze, enzimele care actioneazi la

nivelul extremitatii catenelor; ii) endonucleaze, enzimele care ataca in interiorul

catenelor;

b) specificitatea lor fata de substrat: i) pentru tipul de acid nucleic: ribonucleaze

pentru ARN, deoxiribonucleaze pentru ADN si nucleaze pentru ambele; ii) pentru tipul

de structurd: mono- sau dublu catenari;

¢) specificitatea lor de recunoastere a situsurilor. i) specificitate pentru baze; ii)

specificitate pentru secvente;

d) tipul de rupere a legaturii fosfodiester: i) exonucleazele si endonucleazele de

tip d scindeazd extremitatea 5’ §i duc la formarea de 3’NMP; ii) exonucleazele si

endonucleazele de tip p scindeaza extremitatea 3’ si determini formarea 5’NMP
(Figura 2.8);

in tabelul 2.4 sunt prezentate principalele nucleaze si caracteristicile acestora. O
serie de endonucleaze cu specificitate mare nu sunt trecute in acest tabel. Acestea fac
parte din categoria enzimelor de restrictie, endonucleaze capabile sa scindeze intr-un
mod bine definit si reproductibil moleculele de ADN dublu catenar indiferent de

originea lor.

Baza
\N/
0,P0—CH, 4
Baza
H
Cl) (0) \N/
Ex‘on\nleav'\ 0 Baza
e 0 (OH N7
Endonucleazi —»4 0 " N
tipp O—Zﬁr CH, ¢
Endo’lmcleazﬁ “Baza
tip 0 (OH NI
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tp p U:I?__O'—CHZ 0
0-‘ 4
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Figura 2.8. Tipuri de taieturi la nivelul legaturilor: exonucleazele si
endonucleazele de tip d scindeazi extremitatea 5’ si duc la
formarea de 3'NMP; exonucleazele si endonucleazele de
tip p scindeaza extremitatea 3’ §i determind formarea
5"NMP (vezi tabelul 2.4)
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\ Tabel 2.4. Exemple de nucleaze reprezentative si diferitele lor caracteristici. ! Au fost izolate si purificate mii de
Nucleaze Substrate’ Tiieturd Produgi 8amHi 5 GGATCC ¥ enzime de restrictie. Din fericire foarte
tip%; EY 5 n N . a1
specilil':c,itate ! CCTAGTC curdnd dupa descoperirea lor s-a utilizat o
_Exonucleaze | nomenclaturd adecvatd. Prima literda este
fosfodiesteraza (venin de sarpe) ARN.ADN's P 5’-NMP . : . . ..
extremitatea 3” EcoRI > GAA.TTC b majusculd si reprezintd initiala speciel
. s - I CTTAAG 5 . , .
fosfodiesteraza (splina) ARN, ADN's extremgatea 5 3-NMP 1 bacteriene din care a fost extrasa
exonucleaza I (E. coli) ADN p 5’-NMP | endonucleaza. Urmatoarele doui litere sunt
extremitatea 3° S GGCC 3 . . : ia
exonucleaza 111 (£. coli) ADN p 5"NMP+ADNs Haclll 5 CC'GG o minuscule si corespund genului bacteriei de
H £ pal
Endonucleaze sz alea 2 1 unde enzima este extrasa. Aceste trei litere
endonucleaza S1 (Aspergillus ARN,ADN p 5-NMP+ONin 5’ P sunt urmate de o cifra romanad care
oryzae) sd aleatoare Y GCG L & e 5 . ..
ribonucleaza T1 (Aspergillus ARN's p 5-NMP +ONin 3’ P Hhal 3 C G.C G s reprezintd numarul de ordine al descoperirii
oryzae) G/N 1 R .. . «
ei in acelasi tip de bacterie. Daca este
ribonucleaza A (pancreas) ARN s d-Pyr/N 3’*-NMP +ON in 3’ P enzimet 3LHP
! Deoxiribonucleaza I1{timus) ADN s d sPyr/dPur ONin3’ P ! necesar se mai adaugd o literd majuscula
: ' d); ON: oligonucleotide. " tip de tdieturd d- vezi .8, 5 CTCGAG S : :
s: monocatenar (single strand); ON: oligonucleotide. ™ tip de tdietura p sau d: vezi figura 2.8 Xhol -; GAG.CTC . reprezentind i dentificarea susei bacteriene.
Descoperirea enzimelor de restrictie, in 1970, de ciatre W. Harber, H. Smith si f
| D. Nathans, a insemnat un pas gigantic pentru evolutia tehnicilor de biologie Figura 2.9. Exemple de enzime de restriciic i
| . . .. . . L situsurile recunoscute de acestea
moleculard. Acestea au permis inlaturarea principalului obstacol tehnologic privind
manipularea ADN, deoarece pot reduce intr-o manierd reproductibild, un genom intreg @  EcoRV
(n) EcoRI
la o serie de fragmente caracteristice pentru o specie data. Astfel, genele sau parti ale l l
genelor devin entitdti fizice izolabile. Aceste enzime sunt responsabile pentru

' ; §—GEA—A—T—T—C—3 5'—G—A—TTA—T—C—3
| fenomenul de restrictie de unde si numele lor. In figura 2.9 sunt prezentate citeva - ; v e IR

dintre enzimele de restrictie cele mai uzuale impreuna cu motivele recunoscute de ele. -3'—C—T—-T—A—A1 G—5 3—C—T—ATI—A—G-5&
Enzimele recunosc si taie secvente de baze cu structuri caracteristice de pe catena T T

ADN, numite palindroame, a caror lungime variazi intre 4 si 10 pb. Se remarci axa de

l sitms de clivare @ Cenhul axei de simefie
simetrie de ordinul 2 pe care o prezintd secventele ADN pe care aceste enzime le

Figura 2.10. Exemple de enzime de restrictie si palindroamele
recunosc §i scindeazi. Se observd cd secventa de pe una din catene reprezintd recunoscute de acestea cu marcarea situsurilor de
clivare si a axei de simetrie: a) obfinerea de capete

palindromul secventei celeilalte catene. Pe cele doud catene existd acelasi mesaj care coezive; b) objinerea de capcte drepte (dupd

oee N < . . .. Biochemistry, Voet& Voet, 1995)
poate fi citit la fel in cele doud sensuri (de tip RADAR sau ROTOR). Deci, situsul de
. e c . .. . .. ; icti i i i ii i tip 11
clivare are o pozitie simetricéd in raport cu axa. In urma actiunii enzimelor de restrictie, Enzimele de restrictie sunt clasificate in trei categorii, dar numai cele de tip
. . . . T s A ; i i ADN
se pot obtine capete coezive sau capete drepte pentru fragmentele eliberate, in functie sunt utile in cercetdrile de biologie moleculard deoarece scindeaza catenele de

de pozitia situsurilor de scindare. (Figura 2.10).
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chiar la nivelul situsurilor specifice pe care le recunosc. Dou enzime de restrictie care
recunosc aceeasi secventa sunt numite izoschizomere.

Numarul de situsuri recunoscute si tiiate de anumite enzime este evident corelat
cu structura ADN. In tabelul 2.5 este prezentat un exemplu de actiune diferentiata a
enzimelor de restrictie asupra ADN viral din diferite surse. Scindarea diferentiatd
reprezintd o modalitate importantd de a obtine markeri de masa moleculara utilizati in

tehnicile de biologie moleculara.

Tabel 2.5. Numarul situsurilor de taiere prezente la nivelul ADN din trei virusuri pentru trei
endonucleaze comune.

Endonucleaza (sursa) Numir de situsuri de tiiere

Virus SV40 fag ®X174 fag A
EcoRI (E. coli RY13) 1 0 5
BamHI (Bacillus amyloliquefaciens H) 1 0 5
Haelll (Haemophilus aegypticus) 19 11 >50

1.5. Purificarea acizilor nucleici si evaluarea cantitativi a

acizilor nucleici

Un procedeu clasic de purificare constd in tratarea solutiei apoase de acid
nucleic cu solutie fenolici care denatureaza proteinele. De obicei este folosit amestecul
fenol-cloroform care este destul de eficient. Dupa separarea fazelor prin centrifugare,
este recuperata faza apoasi care constituie supernatantul si care contine acizii nucleici.
Urmele de fenol (care ar putea sa inhibe activitatea enzimelor din etapele urmétoare)
sunt eliminate printr-un nou tratament cu cloroform/alcool izoamilic. Daca acizii
nucleici provin din extracte celulare, proteinele sunt in prealabil hidrolizate cu ajutorul
unei enzime proteolitice numitd proteinaza K.

In ultimii ani au fost puse la punct procedee de purificare pe bazi de rasini.
Reactivii sunt livrati sub forma de ,kituri” gata de intrebuintare simplificAnd mult

procesul de purificare si crescand adesea randamentul acestuia.
1.5.1. Metode spectrofotometrice

Determinarea absorbtiei in ultraviolet cu ajutorul unui spectrofotometru permite
verificarea purititii unei solutii d¢ ADN sau ARN. in urma determindrii densititii

optice se va obtine un peak la 260 nm. Pentru estimarea puritatii este necesara
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calcularea raportului densitifilor optice la 260 nm/280 nm care, in mod normal, trebuie
sa fie apropiat de valoarea 1,8-2,0. In cazul ADN, un raport mai ridicat indicd o
contaminare cu ARN. Daci existd o contaminare cu proteine (280 nm) sau fenol (270
nm), raportul va fi net inferior valorii de 1,8. Dacd ADN si ARN sunt puri, cantitatea
poate fi apreciata astfel:

unitatea DO (260 nm) = 50 ng/pl pentru ADN dublu-catenar

unitatea DO (260 nm) = 33 ng/ul pentru ADN monocatenar

unitatea DO (260 nm) = 40 ng/p! pentru ARN

1.5.2. Utilizarea de mini-gelulri

Daci nu dispunem de ADN in cantitate suficienta sau de sisteme miniaturizate
care si permiti misurarea densititii optice la 260 nm, se poate realiza o estimare semi-
cantitativa utilizind mini-geluri de agaroza. Dupa realizarea separdrii electroforetice,
se realizeaza colorarea cu bromura de etidium urmata de evaluarea intensitatii benzilor
obtinute dupd expunerea la UV. Estimarea semi-cantitativd se realizeazd prin
compararea rezultatelor obtinute cu migrarea unor cantitifi cunoscute de ADN

standard folosite pentru etalonare.
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Figura 2.11. Separare electroforetici pe mini-geluri utilizatd pentru
estimarea semi-cantitativa a fragmentelor de acizi nucleici separate: a)
principiu de separare; b) vizualizarea mini-gelului dupa tratament cu bromura de etidium
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2. Determinarea secventei primare a acizilor nucleici

2.1. Strategie si modalitati

Strategia curentd de secventializare a acizilor nucleici este formata din trei
etape, conforme cu principiile comune de analiza a polimerilor:

a) acidul nucleic este intotdeauna prea lung pentru a fi secventializat direct si
trebuie fractionat in fragmente de marime adecvatd. Acestea sunt separate, fiecare
fiind apoi supus secventializarii;

b) prin scindarea diferita a fragmentului de secventializat, se produc amestecuri
de segmente de oligonucleotide, de diferite lungimi (pentru fiecare tip de scindare)
care se suprapun;

c) separarea si identificarea componentelor fiecaruia dintre aceste amestecuri si
apoi compararea lor in scopul reconstituirii secventei initiale a fragmentului.

fn raport cu secventializarea proteinelor, secventializarea initiala a acizilor
nucleici a fost mai complicatd deoarece: i) structura ADN este dublu catenari; ii)
macromoleculele sunt mult mai lungi; iii) prezenta a numai a patru baze, face ca
varietatea monomerilor s fie redusd si eventuala identificare a produsilor de hidroliza
sd constituie o operatie delicata.

In concluzie, inceputurile in secventializarea acizilor nucleici au fost tributare
modalititilor de scindare si de fractionare a oligonucleotidelor. in rezolvarea acestei
probleme, deceniul 1970-1980 a fost decisiv.

fnainte de 1970 cercetatorii nu dispuneau nici de endonucleaze specifice si nici
de modalititi de scindare echivalente degradarii Edman. Secventializarea realizata
pentru  ARNt pentru alanind a constat in: i) scindarea partialda cu ajutorul
ribonucleazelor T1 §i A (Tabel 2.4); ii) suprapunerea fragmentelor obtinute in urma
actiunii secventiale a unei exonucleaze (una din fosfodiesterazele din Tabelul 2.4); iii)
analiza produsilor prin cromatografie.

in aceste situatii, pentru a stabili secventa celor 72 de nucleotide ale ARNt
pentru alaning, i-au fost necesari mai multi ani lui R. Holley. Abia in 1965, la mai mult
de 10 ani de la secventializarea insulinei de catre E. Sanger, a fost posibild elucidarea

structurii materialului genetic din structura unor fagi de aproximativ 4 000 nucleotide.
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Anii 1970 marcheazi descoperirea endonucleazelor de restrictie si primele
realizari ale tehnicilor de biologie moleculara, printre care gi clonarea care permitea
multiplicarea moleculelor de ADN disponibile.

La baza evolutiei ulterioare a secventializarii ADN au stat doud metode care se
bazeaza pe un principiu comun:

i) ADN este decupat in fragmente cu enzime de restrictie si catenele sunt
separate;

ii) utilizdnd modalitati specifice de tratare pentru fiecare baza, se obtin patru
ansambluri de fragmente de mirimi diferite (prin intermediul unui semnal care
identifica inceputul sau sfarsitul catenei);

ili) separarea fragmentelor in functie de marime rezolvd problema
secventializarii.

Diferenta dintre cele doua metode constd in modul de obtinere a ansamblurilor
de fragmente: una din metode se bazeazi pe scindarea chimicd (metoda introdusd de
A. Maxam si W. Gilbert), cealaltd se inspird din procesul de replicare si se bazeaza pe
tehnologia sintezei enzimatice (metoda Sanger).

Cu toate cd metoda Maxam si Gilbert a cedat de mult locul metodei Sanger,
pentru care la ora actuald existd numeroase variante, confruntarea dintre cele doua
conceptii ramane interesanta. in continuare vom descrie principiul si-numai cateva

aspecte tehnice pentru fiecare metoda.

2.2. Metoda chimici Maxam si Gilbert

Metoda de secventializare chimicd este formatd din mai multe etape.
Fragmentul de ADN care urmeazi a fi secventializat este marcat la una dintre
extremitati printr-un semnal care va permite detectarea sa. Cea mai frecventd tehnicé
este marcarea cu fosfor radioactiv (*’P). Acestea se realizeazi in doi timpi: i)
modificare-eliminare bazi; ii) hidroliza alcalina a grupelor fosfodiester, posibila prin
pierderea sau deschiderea ciclului bazelor. Scindarea este dubla fiind realizath atat la

capatul 3’ cét si la cel 5°.

Specificitatea tdieturii este data de reactivii utilizati i de conditiile de reactie:
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i) pirimidinele. hidrazinoliza, in conditii controlate de tarie ionica este realizata
degradarea preferentiala a citozinei sau a ambelor pirimidine (C si T);

ii) purinele: metilare cu protonare; alegerea pH este decisiva pentru orientarea
reactiei citre guanind sau catre ambele purine (G si A).

iii) Electroforeza in gel de poliacrilamidd urmatid de autoradiografia

fragmentelor reconstituie secventa (Figura 2.12).

;f —_— g ; ADN dwblu Gel electroforezid
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Figura 2. 12. Principiul §i prezentarea schematica a secventializarii prin metoda Maxam

si Gilbert

2.3. Metoda ,,dideoxi” a lui F. Sanger

F. Sanger, pionierul secventializarii insulinei, a conceput o metoda geniald de
secventializare care se bazeazd pe principiul replicirii. Analiza structurii ADN si a
rolului sdu in exprimarea genelor a fost usurat enorm de punerea la punct a acestei
tehnici de secventializare. Esenta tehnicii de secventializare a ADN, propusi de F.
Sanger si colaboratorii, a constituit-o generarea de fragmente a cdror lungime era

dependentd de ultima bazd din structura secventei. Colectii de astfel de fragmente au
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fost generate prin intreruperea controlatd a sintezei enzimatice. Aceastd tehnicd s-a
impus in fata celorlalte tehnici de secventializare datorita simplitatii sale.

Pentru intelegerea principiului sunt necesare informatii privind imperecherea
specificd a bazelor in structura ADN si sinteza catenelor complementare cét si asupra
modului de actiune al polimerazei. Sanger a utilizat ADN polimeraza | bacteriana care
realizeazi o copie complementara a catenei matritd ADN utilizdnd nucleotid trifosfati

(dNTP).

2.3.1. Principiu

Acelasi procedeu este aplicat pentru patru amestecuri de reactie, in acelasi timp.
in toate, ADN polimeraza este folositd pentru a sintetiza catena complementara unei
secvente matritd pornind de la un fragment oligonucleotidic (primer) complementar cu
capdtul 5°-3’ al matritei.

a) Fragmentul care urmeazi a fi secventializat (matritd), este denaturat, pentru
obtinerea de monocatene, si adus in contact cu un primer. Hibridizarea primerului cu
matrita monocatenard permite initierea actiunii ADN polimerazei in prezenta
substratelor nucleotidice dNTP;

b) In fiecare dintre cele patru loturi se adiugi o mica cantitate dintr-un 2’-
3’dideoxiribonucleotid trifosfat (ddNTP) diferit, analog cu una dintre nucleotide.
Incorporarea acestui analog, in locul unei nucleotide normale, blocheazi alungirea
datorita lipsei hidroxilului din pozitia 3 terminald. Din acest considerent ddNTP au
fost denumite molecule terminatoare de catenad. Concentratia lor este destul de micé
pentru a opri sinteza numai ocazional;

¢) Prin electroforezi in gel de poliacrilamidd se realizeazd separarea
fragmentelor din cele patru loturi. Marimea diferita a fragmentelor este datoratd opririi
copierii catenei matritd la un anumit nivel, corespunzitor fiecdruia dintre cele patru
tipuri de ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP si ddTTP). In figura 2.13 este prezentati
simplificat schema principiului reactiei si modalitatea prin care se deduce direct, din
lectura gelului, secventa catenei complementare, deci cea a matricei de secventializat.

De remarcat ci rezolutia gelului trebuie si fie de o nucleotida;
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d) Determinarea secventei a fost realizatd de Sanger prin autoradiografia gelului
deoarece unul dintre dNTP introduse in reactic era marcat radioactiv cu **P sau *°S,
izotopi capabili s impresioneze un film fotografic.

Aceastd metoda ingenioasd i-a permis lui F. Sanger, in 1977, si stabileasca
prima secventa completd de 5386 baze a bacteriofagului ®X174. Total automatizata
ulterior, tehnica a permis descifrarea completd a genoamelor multor organisme
procariote si eucariote si a fost folosita cu succes in amplul proiect de secventializare a
genomului uman. Secventializarea clasica a acizilor nucleici inventatd de Sanger are la
ora actuala o serie de variante care au facut-o sd se impunid ca singura alternativa
viabila de determinare a secventei acizilor nucleici. Toate aceste variante se bazeaza
pe principiul initial de sintezd de fragmente complementare cu matrita de analizat.
Diferentele constau in evolutia spectaculoasa a modalitétilor de separare si identificare
a acestor fragmente. Detectarea fluorescentd reprezintd o alternativd viabila pentru
tehnica autoradiograficd. Acum, se folosesc primeri sau nucleotid trifosfati marcati
fluorescent a caror separare se realizeaza prin electroforezi in gel de acrilamida sau
prin electroforezi capilard. Marcarea fluorescentd oferd posibilitatea combinarii
amestecurilor de reactie urmata de separarea electroforetici a ansamblului. Benzile
obtinute pot fi detectate independent in functie de reactivul cu care au fost marcate. O
alternativd a metodei foloseste analogi dideoxi marcati fluorescent diferit care permit
realizarea tuturor reactiilor intr-o singura etapa (tub). Folosirea marcirii fluorescente si
evolutia interesantd a sistemelor de detectare si a programelor de interpretare a
rezultatelor a permis automatizarea tehnicii §i extinderea aplicatiilor acesteia. (Figura
2.14). Astdzi, pe ldngd secventializare, tehnica permite analiza de fragmente

(genotipare) si identificare de mutatii punctiforme la nivelul moleculelor ADN.
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Figura 2.13. Metoda Sanger: a) Principiul de sintezé a catenei complementare §i modul de interventic
al ddNTP; b) Prezentare schematizata a realizarii practice a secventializarii. In urma
electroforezei celor patru loturi se obtine secventa catenei complementare

3. Sinteza chimica a polimerilor nucleici

Polinucleotidele au devenit repede unelte si materiale de experienta, astfel incat
sinteza acestora s-a impus din ce in ce mai acut. Sinteza polimerilor nucleotidici ridicd

aceleasi probleme ca si cea a polipeptidelor. Este necesard: i) activarea grupdrii care

este implicatd in legatura, impiedicandu-le, in acelagi timp, pe celelalte sd reactioneze;
ii) fixarea nucleotidelor secventiale in ordinea determinata.
Strategia este asemandtoare cu cea de la polipeptide fiind preferata sinteza prin

«clongare in fazi solida”, care inliturd obstacolele elimindrii reactivilor neutilizati si

produsilor fiecirei etape. Catena ADN poate fi sintetizatd secvential prin adaugarea de
monomeri activati la un lant in formare care este cuplat pe un suport solid. in cazul
metodei  ,,fosforoamiditilor” monomerii  activati sunt deoxiribonucleozide

3’fosforamiditi (Figura 2.15).
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Figura 2.14. Utilizarea principiului reactiei Sanger in secventializarea automata: a) sinteza
fragmentelor complementare si marcarea acestora folosind molecule ddNTP
cuplate cu fluorocromi; b) principiul de separare a fragmentelor pe gel sau prin
electroforeza capilara; c) modalitate de prezentare a rezultatelor
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Figura 2.15. Protectia si  activarea
nucleotidelor. in acest procedeu fosforul
trivalent poarta: i) o grupare protonata reactiva
(fosforamidita) obtinuta printr-o legatura de tip
amid; ii) o grupare ester care blocheaza
gruparea OH (gruparea § CE); iii) hidroxilul
din pozifia 5° este protejat cu o grupare
(metoxitritril) aleasa datorita capacitatii sale de
clivare usoara in mediu acid (grup DMT).
Gruparile amino ale bazelor, susceptibile si
reacfioneze, sunt si ele protejate

3.1. Etapele sintezei in fazi solidi

Sinteza in fazi solida este una dintre cele mai utilizate tehnologii pentru
obtinerea oligonucleotidelor si polinucleotidelor de diferite dimensiuni folosite ca
primeri in reactiile de amplificare sau ca sonde in reactiile de hibridizare.

Etapele sintezei sunt urmétoarele:

a) Nucleozidul n, care va constitui extremitatea 3°, este fixat prin intermediul
unui brat de bilele unui suport solid (silice, rasind). Hidroxilul sdu 5’ este liber;

b) Nucleotidul n-1, activat si protejat, este legat in doi timpi: i) condensarea 3’-

5° in mediu anhidru, prin actiunea unui agent de cuplare (nucleu tetrazoliu). in aceasti

etapa atomul de fosfor din pozitia 3’ a unitdtii monomere se cupleaza cu atomul de
oxigen din pozitia 5’ a lanfului in crestere pentru a forma un fosfit triester. Gruparea 5’
OH a monomerului activat nu reactioneazd deoarece este cuplatd cu gruparea
protectoare dimetoxitritil (DMT). De asemenea, gruparea 3’ fosforil este inactivata de
gruparea protectoare P-cianoetil. fn acelasi mod sunt blocate gruparile amino ale
bazelor purinice si pirimidinice. Reactia se realizeaza in mediu anhidru deoarece apa

reactioneazi cu fosforamiditii; ii) oxidare cu iod a grupirii fosfit triester (P (I11)) in

fosfat triester P (V). In aceasta etapa fosfit triesterul in care fosforul este trivalent este

oxidat cu iod pentru a trece in fosfotriester in care fosforul este pentavalent.

¢) Hidroxilul din 5° este eliberat prin acidifiere: catena este gata pentru
urmitorul ciclu. in aceasta etapa gruparea protectoare DMT este eliberats in mediu de
acid dicloracetic care elibereaza 5°OH si lasa celelalte grupari protectoare intacte. in
acest moment catena are o unitate monomera in plus si este gata pentru o noud reactie
(Figura 2. 16).

Procedeul este automatizat si poate produce lanturi de 150 baze necesitind 10
minute pentru fiecare ciclu. Sinteza ribopolinucleotidelor este mult mai delicata
datorita reactivitatii hidroxilului din pozitia 2’: este dificila protectia eficientd fari a

La sfarsitul sintezei se realizeazd un tratament cu amoniac pentru a elimina
toate grupdrile protectoare si detasazd nucleotidele ,,curate” de pe suport. Sinteza n
fazi solida reprezintd abordarea ideald atét pentru sinteza polipeptidelor cét si pentru a

polinucleotidelor. Toate reactiile au loc in acelasi recipient si reactia poate fi
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coordonata in functie de cantitatile de reactivi introdusi. Produsii de reactie pot fi
purificati prin electroforeza in gel de poliacrilamida sau prin cromatografie lichidd de

inalta rezolutie (HPLC High Performance Liquid Chromatography).
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Figura 2.16. Sinteza in faza solida a catenelor unui polinucleotid prin metoda ,,fosforamiditilor”

CAPITOLUL III

STRUCTURA SECUNDARA SI TERTIARA A ADN

Legaturile prezente in structura secundarad si tertiard a acizilor nucleici sunt
comune cu cele din alte tipuri de polimeri biologici. Acestea sunt legdturi cu energie
scizuta, a caror multiplicitate determina aparitia unor forte destul de puternice pentru a
stabili si mentine coeziunea de ansamblu, in spatiu, si pentru a autoriza modificirile
plastice.

Cu toate acestea secventa covalentd a lanturilor polinucleotidice demonstreaza
diferente fundamentale fata de proteine. Acestea se traduc prin interactii particulare
intre compusi si cu mediul si stau la originea conformatiilor permise. Aceste diferente
vin: i} din structura scheletului polimer; ii) prin prezenta substituentilor laterali, bazele
azotate, care aduc in structurd proprietatile lor originale: planuri apolare susceptibile
de stivuire (de suprapunere) si capabile sa realizeze imperecheri specifice prin

intermediul grupdrilor lor polare.

1. Consecintele scheletului oza-fosfodiester

1.1. Posibilititile de rotatie

componentelor in jurul legaturilor covalente succesive. Cel putin din punct de vedere
teoretic, acestea sunt mult mai numeroase decat cele care pot si apard in inlantuirea
catenelor proteice in care legdtura peptidicd este pland si rigidd si nu isi gasesc
echivalent in structura acizilor nucleici. In consecinta, conformatiile posibile ale unui
polinucleotid, in ansamblul sidu, sunt mult mai complexe decat cele din proteine.

Aceastd afirmatie este sustinutd de informatiile structurale privind unghiurile de




legatura si posibilitatile de rotatie (torsiune) cat si de interactiile sterice intre grupdri i
cu moleculele din lanturile vecine.

Se poate realiza o analiza simplificatd a fiecdrei unitati mononucleotidice
(Figura 3.1), independent de vecinii sai, pentru a determina conformatiile probabile,
inainte de includerea acesteia in lantul polinucleotidic. In acest mod se realizeaza
evaluarea tuturor interactiilor posibile. in cadrul unitatii mononucleotidice, sase dintre
(Figura 3.1). Prin cea de a saptea legaturd (), baza participd la formarea legaturii
glicozidice. La acesti factori de conformatie se adaugd izomeria conformationald a
ciclului furanozic al pentozei discutatd in capitolul 1.
interne care limiteaza gradele de libertate de miscare. in unitatea mononucleotidica si
mai ales in polinucleotid, scheletul riboza-fosfat are o conformatie restrictiva, in urma
insumdrii interferentelor sterice si functionale. Aceasta structurd nu este foarte rigida.
De asemenea, catenele separate de acizi nucleici sunt destul de flexibile pentru a trece

in conformatii dezordonate de tip ghem statistic.

Tnitate
nucleofidica

structura unei mononucleotide
(dupa Biochemistry,Voct& Voet,1995)

%a Figura 3. 1. Tipurile de rotatii posibile in

1.2, Natura polianionici a acizilor nucleici

Contrar scheletului proteic, polar dar cu sarcini totala neutrd, cel al acizilor
nucleici este polianionic. Densitatea sa de sarcind negativa, foarte crescutd la pH
celular, are urmatoarele consecinte:

i) repulsii intre segmentele lantului care se opun compactérii acestuia. Din
aceastd cauzi nu ne putem astepta la forme globulare, compacte.

i) o afinitate electrostatica crescutd pentru cationi minerali si organici. lonul

Mg®" este un factor important pentru achizitionarea structurilor spatiale si stabilizarea
acestora (Figura 1.23). Ca urmare a acestei afinititi, peptidele si proteinele incarcate

pozitiv la pH fiziologic, se pot fixa pe scheletul acizilor nucleici.
2. Legatura de hidrogen

Pentru acizii nucleici, modul de formare a structurilor sub forma de elice (helix)
este diferit de cel cunoscut pentru proteine datoritd fortelor de repulsie si afinitatii
electrostatice crescute precum si a interactiilor dintre baze (pe care le vom discuta in
continuare). De fapt, in cazul acizilor nucleici, legaturile de hidrogen nu se stabilesc

intre polii scheletului, ci intre echivalentii lanturilor laterale, bazele.

2.1. imperecherea specifici a bazelor

2.1.1. Regula lui Chargaff

Compozitia ADN a fost stabilitd abia in anii 1940, la 70 de ani de la
descoperirea sa. Chargaff a stabilit compozitia ADN prin hidroliza si cromatografie si
a remarcat urmétoarele:

a) continutul in purine (A+G) este egal cu cel in pirimidine (C+T), indiferent de
originea celulard a speciilor de ADN;

b) fractiile molare ale bazelor sunt astfel distribuite incit A=T si G=C.

La acea epocd nu a fost inteleasa greutatea acestor observatii care au fost

numite mai tarziu ,,regula lui Chargaff”. ARN nu prezinta aceste doud caracteristici.




De retinut cd, valorile sumelor A+T si G+C nu sunt egale. Acestea sunt
specifice tipului si provenientei moleculei de ADN. Astfel, continutul G+C poate

reprezenta intre 35 si 75% din continutul total al bazelor.

2.1.2. imperecherile Watson si Crick

La finceputul anilor 1950, James Watson a propus o explicatie pentru
stoechiometria Chargaff a bazelor, in urma realizarii unor machete moleculare:

cuplurile Pur-Pyr se stabilesc prin legéturi de hidrogen care apar intre bazele care

prezintd o anumitd complementaritate. In acelasi context, specialistul in cristalografie

Francis Crick a inteles ca hartile ADN, obtinute prin difractie cu raze X, pot fi

interpretate printr-un complex de duble helixuri imperecheate prin intermediul acestor
cupluri.

Cei doi cercetdtori au definit aceste imperecheri ca fiind de tip ,Watson si
Crick” (Figura 3.2). Ele reprezintd asocierea specifica dintre: i) A si T (sau U) prin

douad legaturi de H; ii) G si C prin trei legaturi de H (o asociere mult mai solida).

In structura ADN, ansamblul celor dous baze imperecheate este plan, iar

lungimea totala a acestor cupluri este identica (Figura 3.2.).

2.1.3. Studiul imperecherilor

Datorita importantei lor cruciale in formarea structurilor in dublu helix si in
copierea fideld a informatiei in cazul replicarii sau transcriptiei, caracterul specific al
acestor Tmperecheri a determinat si mai determind un numar mare de studii. Principale
metode folosite sunt:

a) cristalizarea bazelor si derivatilor lor si co-cristalizarea diferitelor perechi

urmati de analize prin difractie cu raze X a geometriilor de asociere;

b) masurarea energiei de legituri;

¢) determindri prin spectroscopie IR si RMN - care diferentiaza speciile libere

de formele imperecheate. Se realizeaza determinarea constantelor de asociere a bazelor
identice, diferite sau modificate prin folosirea unor solventi neutri fata de legiturile de

hidrogen;

d) masurarea directi a fortelor si a importantei atractiilor. Se confectioneazi

doud suprafete acoperite cu bazele de studiat. Una dintre acestea este legatd la un
resort iar cealaltd este apropiatd controldnd distanta prin interferometrie optica
(precizie de 1/10 din raza atomica). Masura fortelor care se exercitd intre baze este

datd de deformarea resortului respectiv.
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Figura 3.2. imperecheri pirimidina-purind conform Watson si Crick
(formarea legéturilor de hidrogen)
Bilantul tipurilor de investigatii, trecute in revistd mai sus, este rezumat in
urmaétoarele concluzii:

a) Existenta mai multor tipuri de imperecheri diferite: in structura ADN

perechile A-T si C-G se imperecheazd dupd modelul Watson si Crick. Cu toate
acestea, perechea A-T co-cristalizeazd si in geometria denumitd a lui Hoogsteen
(Figura 3.3.), care este diferitd. Modalitatea de imperechere Hoogsten, descrisa in figura
3.3., se intdlneste in fragmentele de triplu helix ADN sau in structura ARNt,

constituind factori de stabilizare a structurii tertiare.
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Figura 3.3. Imperecheri diferite de tipul ,, Watson-Crick”: a) imperecherea de tip Hoogsten a derivatilor
cuplurilor T-A (gruparea metil inlocuieste pentoza); b) imperechere ipotetica intre C si T;
¢) imperechere de adenine in structura cristalului de 9-metil-adenina
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b) Evaluarea selectivitatii atractiei bazelor: incepand din anii 1970, masuritorile

energiilor de legiturd si ale constantelor de asociere au demonstrat preferinta
energeticd a bazelor pentru stabilirea de cupluri. Datele prezentate in tabelul 2. 6 sunt
elocvente in acest sens. In raport cu autoasocierea, imperecherile Watson-Crick au o
energie de legaturd mult mai puternica si o constanta de asociere de 15 la 1 000 ori mai
mare. Masura directd a fortelor de atractie confirma valorile energiei de legitura si
evidentiaza cd atractia A-T domina pe distanta scurta (10-20 nm) in timp ce la distante
mai mari bazele par si se atragi indiferent de natura lor.

De retinut cd in situ, in structura polinucleotidelor, aceste caracteristici de
legétura nu sunt constante fiind dependente de bazele vecine, deci de secventa primara.

¢) Explicatia selectivitatii: este evident cd asocierea specifica, in functie de

regulile lui Watson si Crick, depinde de posibilitatea stabilirii numarului de legaturi de
hidrogen necesare. Astfel, apare obligativitatea ca gruparile implicate sa prezinte o
geometrie complementara adecvata care este dependenta de formele tautomere pe care
le adoptd bazele (Figura 1.6). Totusi, aceste consideratii nu sunt suficiente pentru a
explica total specificitatea de imperechere. in aceste conditii, s-a avansat ipoteza

existentei unei complementaritati electronice intre A - T, si C - G, care pentru moment

nu este complet elucidata.
3. Ierarhia plierii ADN

Interactiile §i conformatiile elementare pe care le-am descris sunt, asemeni

cazului proteinelor, dictate de structura primari specifici a acizilor nucleici,

Pt s

Compozitia si secventa bazelor vor determina replieri ale polimerului intr-o structuri
spatiala globala. Atat pentru ADN cat §i pentru ARN putem defini mai multe nivele de
organizare structurali.

Nivelul structurii secundare
Acest nivel este cel al imperecherii locale a bazelor provenind din doua

fragmente antiparalele (de zeci la mii de nucleotide), cu consecintele de rasucire in

diverse tipuri de elice, pe care le vom descrie in continuare. Fragmentele care se

imperecheazd apartin la doud catene diferite sau pot s faca parte din aceeasi catend,

Aceste elice (helixuri), formate prin stivuirea planurilor bazelor fata de o axa, le

consideram structuri in doud dimensiuni (2-D). Ele pot fi uneori separate de fragmente

neimperecheate sau imperecheate diferit.

Nivelul tertiar
Nivelul tertiar este constituit din rdsuciri, plieri sau suprarasuciri ale elicelor. Se

formeazd structuri arhitecturale in trei dimensiuni (structuri 3-D) care conferd

macromoleculei conformatia sa globala. Aceste structuri vor fi analizate, pentru ADN,
in paragrafele urmatoare si pentru ARN 1n capitolul patru.

Nivelurile superioare de organizare, asocieri exceptionale de subunitati, pentru

a forma structuri cuaternare cu grade complexe de compactare la nivelul cromozomilor

vor fi descrise succint in capitolul cinci.

3.1. Structura spatiali a ADN

Organizarea acestor polimeri, a caror marime deosebita a fost evidentiata, este

dominatd de celebra dubla-elice (dublu helix sau duplex). Sunt deja cunoscute

structura, deosebit de repetitiva si uniforma, dar si variatiile si deformarile modelului

de rasucire la nivel secundar si tertiar.

3.1.1. Dublul helix - Modelul Watson si Crick

Anul 1953 are o importantd deosebitd pentru biologie: descoperirea structurii
spatiale a ADN urma sa deschidd calea cunoasterii mecanismelor ereditétii si ale
biosintezei proteice, primele mari realiziri ale domeniului biologiei moleculare.
Utilizdnd si asambland toate cunostintele anterioare privind compozitia ADN,
tautomeria bazelor, modelele moleculare anterioare, spectrele de difractie cu raze X
(furnizate de M. Wilkins si R. Franklin), Watson si Crick au reusit, in acest an de
gratie, sa deduca modelul de organizare in dubla elice si si demonstreze existenta

structurii denumiti de atunci ADN B.

3.1.1.1. Risucirea in dubli elice

Conformatia ADN B este cea mai rispanditd in naturd si are urmitoarele

caracteristici responsabile de rasucirea in dubla elice:
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1) Este formata din doui catene polideoxiribonucleotidice cu secvente simetrice
asociate prin imperecherea bazelor complementare. Sensul celor doui catene este

obligatoriu opus: acestea sunt antiparalele (Figura 3.4.).

2) Asocierea celor doua catene determina aparitia de constrangeri care se traduc

prin résucirea obligatorie, in elice, a unei catene in jurul celeilalte. Catenele nu pot fi

separate decét daca pierd structura elicoidala regulata. Dubla elice (Figura 3.5) are

citeva caracteristici bine definite:

a) bazele sunt imperecheate si stivuite prin intermediul planurilor lor, care au
lungime egal3, si constituie un cilindru central;
b) inlantuirile pentozi-fosfat polianionice formeaza scheletele elicoidale

paralele exterioare, planurile bazelor fiind aproape perpendiculare pe cele ale bazelor;
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Figura 3. 4. Legituri de hidrogen intre bazele complementare din structura catenelor elicei ADN: a)
reprezentare in plan a legaturilor de hidrogen; b) prezentare schematica plana a

vectorizarii catenelor
¢) marea axd a ansamblului este perpendiculari pe planul de stivuire a bazelor.
Aceasta structurd monotond, de o remarcabila regularitate, se stabileste pe toat
lungimea unei molecule si 1i conferd un caracter fibros. Ea este mentinuta prin dous
ansambluri de forte, discutate in capitolul precedent: legaturile de hidrogen, care se

formeaza intre bazele celor doud catene, si fortele de stivuire.

3.1.1.2. Caracteristicile geometrice ale structurii 2-D de tip B

Structura in doud dimensiuni a acizilor nucleici prezintd urmatoarele

caracteristici: i) din cele doud sensuri de rasucire, posibile teoretic - drept/stang, care

determind obtinerea unor structuri care constituie fiecare imaginea rasturnati a
celeilalte in oglinda, pentru ADN se impune modelul considerat conventional drept.

Acesta este dictat de geometria scheletului pentozi-fosfat; ii) dimensiunile elicei

(helixului) sunt indicate in tabelul 2.7. Elicea contine, in medie, 10 perechi de baze pe
turd, care au un pas de 3,4 nm si un diametru de 2 nm. Distanta dintre planurile bazelor
este corespunzatoare grosimii nucleelor in contact; iii) datorita pozitiei axei in centrul
fiecdrei perechi de baze si de atasarea lor covalentd di-simetricd pe schelet, se
formeaza doud fose (mare si micd) care au deschidere si profunzime diferitd si care
alterneazd la nivelul flancurilor elicei, pe toatd lungimea acesteia (Figura 3.5.).
Morfologia acestor fose suferd variafii locale, in functie de secventa de baze. De
exemplu, intr-o regiune bogatd in A-T, fosa micd este mult mai ingustd decit in cazul
unei regiuni bogate in G-C.

d) conformatiile pentozei si legdturii glicozidice in structura unititilor

nucleotidice sunt caracteristice acestui tip de structura (Tabel 3.1).

Conformatia B, cea descrisia de Watson si Crick, este cea mai stabila in conditii
fiziologice si deci consideratd drept forma nativd de referintda pentru ADN. Totusi,
flexibilitatea relativd a structurii fi permite acesteia sd adopte si alte conformatii
duplex, dintre care doui sunt bine caracterizate prin cristalografie. In tabelul 3.1 sunt

grupate principalele caracteristici ale diferitelor conformatii, iar in figura 3.5. este

prezentat modelul conformatiei B.

3.1.2. Conformatia A

Dacid se concentrazd o solutie de ADN in apéd, moleculele incep si treaca
reversibil intr-o conformatie diferita, care a fost numitd A. ADN-A este tot o dubla
elice dreaptd, dar cu o geometrie particulara:

i) aceasta este mult mai compactd; pentru acelasi numar de perechi de baze
lungimea sa totald este mai redusd iar diametrul este mai mare decét in cazul ADN-B.

Ca urmare a acestei structuri bazele sunt mai putin accesibile;

75




