
CAPITOLULI

COMPONENTELE STRUCTURALE ALE ACIZILOR

NUCLEICI

1. Introducere

Acizii nucleici sunt substante, care asa cum 0 indica numele lor, au fost pentru

prima data izolate din nucleii celulelor. De fapt, mai tarziu s-a evidentiat existenta

acizilor nucleici atat In nucleu cat ~i In citoplasma celulelor. Desi denumirea generala

nu este cea mai adecvata a fost, totusi, pastrata din considerente istorice.

E><istadou! tipuri de adii 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 majoritati a

activitatilor bioJogice.

ADN contine informatia genetica necesara functionarii celulare si deci si

"programul" sintezei proteineJor. 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 ca ADN este suportul ereditatii. 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 moleculara variind

de la 103_105 pb, la virusuri, la 108_109 pb, la mamifere. Din punct de vedere structural,

acizii nucleici sunt molecule polinucleotidice foarte mari formate din repetitia unor

subunitati numite nucleotide (Figura 1.1).
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I Unitatile nucleotidice sunt formate din acid fosforic, un monozaharid cu cinci

atomi de carbon si 0 baza purinica sau pirimidinica,

Bazai Bazai+4Baza i+I Bazai+2 Bazai+3

Figura 1.1. Structura polimera a acizilor nucleici

2. Bazele azotate

In structura nucleotidelor ~i a polimerilor lor intra cinci baze azotate majore.

Acestea Ie confera proprietati esentiale pe care Ie vom trece In revista In continuare.

Acestui grup i se adauga bazele modificate enzimatic in structura acizilor nucleici ,
dupa sinteza acestora, si care reprezinta adesea semnale chimice de protectie si control.

Diferitele baze din structura au origini diverse: intermediari metabolici, produsi

de transform are chimica 'in conditii celulare, analogi de sinteza, 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 intra in constitutia nucleotidelor naturale.

In figura 1.2 sunt pre zen tate cele doua tipuri, 'in confonnitate cu numerotarea

conventionala normala, iar 'in tabelul I sunt trecute simbolurile acestora.

Numele utilizate curent nu sunt corel ate cu denumirile sistemice folosite 'in

chimia organica, Anumite denumiri evoca sursa unde bazele azotate au fost

descoperite: guanina de la guano (excremente de pasare), tim ina de la evidentierea sa

'in timus de vaca. Pe de alta parte prin terminatia sa «-ozina», citozina intretine 0

anum ita confuzie interferand cu denumirea unor nucleozide.

I
I
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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).

Nucleotidele din structura ADN si ARN nu contin decat patru baze azotate: trei

dintre acestea sunt comune celor doua tipuri de acizi nucleici - cele doua purine si

citozina ~i cate una este specifica pentru fiecare tip: baza pirimidinica tim ina este

specifica pentru ADN si derivatul sau metilat, uracilul pentru ARN.

In structura acizilor nucleici sunt prezente 0 serie de forme modificate sau

substituite ale bazelor azotate. Situsurile de modificare prezente la nivelul ciclului sau sunt

exociclice. Pentru nomenclatura, 'in primul caz, este suficienta 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 ].3).

Purina
AdJo..Jlinol.

(6 amino purina)
Guenina

(2 amino, 6 oxe purina)

lUI, 0 0
H

1 Jl:t ~ K H ~ HIf;(H H<, c/~'Ir'H <,C/4 ':)./ '"c·/ .'N/'.1 ~, 115 3 f 11
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3J 115 l 1

H~~" ~
C' I 1C G" I 1 _/c· I 2c~

H"-~ '-'"'-n/ ~o R/ "'-N/ ~o W 'n/ ~o
I I I

Pirimidina CiJowO\ Timina Uracil
4.~o.;jn~ 2, 4 diceto, S metil 2, 4 dial 0 peimidine

pirilrcidina pitimi clint.

Figura 1.2. Bazele majore din structura acizilor nucleici

2.1.2. Baze modificate
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(stimulant), teobromina si teofilina (stimulatori cardiaci, relaxanti at musculaturii

netede si vasodilatatorii).

Analogii sintetici sunt molecule utile, care intra In structura acizilor nucleici si

pot avea utilizari diferite:

a) In biologia moleculara: 5-bromo-uracilul este mutagen; de asemenea exista

derivati fluorescenti care servesc drept reactivi de marcare pentru polinucleotide;

b) in medicina ca agenri terapeutiti: intra in cornpetitie cu bazele naturale; se

comporta ca antirnetaboliti ai sintezei acizilor nucleici si pot avea astfel rol

bacteriostatic; agenti antivirali; antimitotici. In figura 1.5 sunt prezentate cateva

exemple: i) derivatii fluorurati, tiol si aza care sunt substante cu actiune antitumoral a;

ii) derivat ester al N9-metilguanina care este un agent antiviral eficace fata de herpesul

genital (comercial aciclovir).

O-N-lnt'til-allenill{i 5-mt>til-rit07.:i1l{i Hipoxannna

Figura 1.4. Produsii de
degradare si alcaloizii
vegetali derivati ai bazelor
purinice. (Xantina; acidul
uric; 1,3-dimetil-xantina =
teofilina; 3,7-dimetilxantina
= teo-bromina; 1,3,7-trimetil
xantina = cafeina)

Figura 1.3. Baze modificate: 6-N-metil adenina (bacterii) 5-metil-
citozina (plante, animale); hipoxantina.

ADN reprezinta 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-liletiJ-citozina din structura ADN de la plante si animale este LInsemnal

negativ de reg Iare a expresiei genelor. Gruparea metil favorizeaza conformatia inactiva

a ADN In forma condensata si impiedica fixarea factorilor de transcriptie, deci

copierea inforrnatiei In structura ARN.

Moleculele de citozina metilate din structura ADN bacterian au eel putin doua
roluri:

i) constituie un sistem cle-distinctie si de prolectle a ADN bacterian fata de ADN

strain. Celula activeaza de fapt enzime de restrictie (endonucleaze) pentru a distruge

ADN viral nemetilat, eel putin In cazul primei infectari. Acest sistem de aparare este

cunoscut sub numele de restrictie-modiflcare;

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

Moleculele de ARN, si mai ales ARNt contin un nurnar variat de baze

modificate derivate de la purina (hipoxantina derivata de la guanina) sau de la

pirimidina,

Degradarea bazetor purinice impJica reactii de dearninare: 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 structura de metil-xantine, care au si utilizari farmacologice: cafeina

Xantina Acid uric
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2.2. Proprietatile bazelor azotate

In urma examinarii structurilor din figura 1.2 se constata urmatoarele:

a) dublele legaturi creeaza sjsterne corijuJ~ate cu consecinte structurale si fizice;

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

slabe variind In functie de substituentii ciclurilor;
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I c) moleculele prezinta dualitate: gruparile functionale sunt purtate de nuclee

heterociclice. Caracterul dual este la originea principalelor interactii din structura

polinucleotidelor ~i deterrnina functiile acestora.

d) reactivitatea acestor structuri faciliteaza diferite transformari chimice, In

anumite conditii celulare.

2.2.1. Conjugarea dublelor legaturi

in structura heterociclurilor purinice si pirimidinice starea de rezonanta, care

apare intre atomi, delocalizeaza electronii 7r ai dublelor legaturi, Consecintele sunt cele

ale caracterului aromatic: i) stabilizarea puternica 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 gruparilor ceto/enol, amino/imino ~i

deplasarile de electroni din structura ciclurilor au drept consecinta existenta mai

multor posibilitati structurale. Figura 1.6 prezinta cateva dintre formele tautomere ale

diferitelor baze azotate. Prin tehnici de cristalografie ~i prin spectroscopie In infra-rosu

s-a demonstrat ca 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 importanta decat a celor pirimidinici. Existenta celor doua cicluri

determina 0 condensare mai densa a sarcinilor deoarece acestea sunt mai dens

conjugate. Aceste proprietati optice permit dozarea si controlul puritatii nucleotidelor

si a acizilor nucleici. Raportul absorbantelor la lungimi de unda de 260 si 280 nm ne

ofera inforrnatii importante privind puritatea cornpusilor nucleotidici si eventual a lor

contaminare cu proteinele. Aminoacizii triptofan, tirozina, fenilalanina, prezenti In

proteine, confera acestora absorbanta la 280 nm.

Fluorescenta bazelor este 0 caracteristica care nu poate fi utilizata In aceste

scopuri. Emisia fluorescenta se situeaza In regiunea spectrului UV intre 300 si 320 nm

si este foarte scazuta: pentru purine sensibilitatea este de 400 de ori mai mica decat cea

a triptofanului, si pentru pirimidine de 2500 de ori mai mica.
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2.2.2. lonizarea heterociclurilor azotate

Purinele, pirimidinele ~i nucleotidele derivate de la acestea sunt baze slabe ale

caror molecule nu au sarcina ionica la pH 7,0. Pentru cele mai multe structuri

comportamentul la titrare este complex deoarece posed a multiple situsuri potentiale

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

implicata (ea insasi dependents de pH).

dovedit ca heterociclurile au 0 puternica tendinta de a se suprapune plan peste plan, CLl

un decalaj caracteristic intre planuri.

In solutie, conditia cea mai interesanta pentru extrapolarea interactiilor celulare,

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

efectul hidrofob al nucleelor reprezinta unul din motivele pentru care apare acest tip de

organizare. Legaturile de hidrogen sunt total excluse. Stabilizarea se realizeaza prin

forte Van der Waals ~i interactii dipol-dipol lntre planuri. Apropierea dintre nuclee

modifica distributia lor electronica ~i determina aparitia dipolilor In fiecare ciclu.

Cu toate acestea, trebuie sa remarcam ca originea fortelor care dirijeaza

asocierea spontana, remarcabila, ramane Inca subiect de controverse. Retinern ca

fen6menul ilL! este asimilabiJ eLI ccl de repJiere hidrof0ba a proteinelor deoarece are un

caracter contrar. Datele termodinamice dernonstreaza ca acesta este control at de

entalpie In timp ce fenomenul caracteristic resturilor aromatice din proteine este

control at 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, ~i de frecventa dimerizarii timinei prin fotoreactivare.

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

stabilizare a structllrii spatiale a acizilor nucleic!, responsabila de efectul hipocrom al

acizilor nucleici. Stivuirea bazelor are drept consecinta scaderea absorbtiei In UV a

unui acid nucleic fata de 0 solutie echivalenta de nucleotide libere, urmata In acelasi

timp de deplasarea spectrului cu cativa nanometrii. Temperatura care, prin efectul sau

de crestere a agitatiei moleculare este un factor de dezorganizare, inlatura

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).

2.2.3. Nuclee si grupari functionale

Faptul ca heterociclii substituiti sunt relativ hidrofobi are urrnatoarele

consecinte:

i) solubilitatea scazuta in apa a bazelor acizilor nucleici (contrar structurilor

pirimidinice si purinice din care deriva), La pH ~i temperatura fiziologica bazele

purinice sunt aproape insolubile. La valori de pH acide sau bazice dizolvarea lor in

mediu apos este favorizata de ionizare;

Ii) un efect de respingere al apei de catre bazele ale caror planuri tind sa se

suprapuna Aceasta tendinta reprezinta fenomenul de stivuire sau "stm;;k.ing" 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 reprezinta 0 asociere

tipica a bazelor in structuri cristaline si in

dubla elice a acizilor nucleici.

,..
'"

Figura 1.7. Stivuirea bazelor in cristalul de 9-metil-
adenina (dupa Biochemistry, Voet & Voet, J 995)

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

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

solutie (vascozitate, presiune osrnotica, absorbanta, spectre RMN si IR). Acestea au
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ADN
(a) Poly(A) (b) ApA

a 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

110 1(,.0

Lwjglnuode'llllll.a(nm) Figura 1.9. Variatia absorbtiei relative la 258 nm cu
cresterea temperaturii: a) polimerul poli (A); b)

Figura 1.8. Absorbtia diferita in UV a dinucleotidul ApA (dupa Biochemistly,Voet&Voet,1995)
moleculelor de ADN mono- ~i
dublucatenare insotita de deplasarea
spectrului de absorbtie

Capacitatea de a forma legaturi de. hidrogen: grupele polare fixe, carbonil si

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

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

coordonata de 11llperecherea necovalenta dintre baze, este un fenomen cheie pentru

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

exprimarea materialului genetic. Formele tautomere, In care se gasesc partenerii

bazelor, au 0 importanta foarte mare deoarece conditioneaza posibilitatea formarii

acestor legaturi.

2.2.4. Transformarea chimica a bazelor

in celule, bazele din structura acizilor nucleici suporta alterari spontane sau sub

efectul diferitilor agenti fizici sau chimici. Daca aceste modificari nu sunt reparate

(ADN este singura molecula supravegheata si reparata de catre un sistem specific), ele

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

Deaminarea sponta[)il lenta, cu oxidarea grupelor amino exociclice, modifica

natura bazei. Tinand cont de structurile bazelor azotate din compozitia nucleotidelor

putem evidentia urmatoarele transforrnari (Figura 1.10):

citozina - uracil;

adenina - hipoxantina;

5-metilcitozina - timina;

guanina - xantina,

20

lntr-o celula de mamifer, frecventa deaminarilor spontane este de ordinul 100lzi

pentru citozina, si de numai l/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

doua baze suprapuse si deterrnina fonnarea 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, y, etc.) deschid ciclurile si

Ie distrug;

Numerosi agenti chimici reactioneaza cu bazele: i) acidul azotos (HN02) si

compu~i organici 5i mineralj derivati de la acesta: nitrozamine, nitriti si nitrati ca si

acidul sulfuros (HS03-) au actiune de deaminare (Figura 1.11). In industria alimentara

regasim acesti compusi In categoria conservantilor utilizati pentru a impiedica

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

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

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

favorizate prin expunere la lumina si determina modificari oxidative la nivelul bazelor

care obliga sistemele de reparare sa reactioneze.

a) Ii
I

H" (OH., tl, 10Il" r N-tlc-, H,O I-jHl c- ) c-c
\. ~ .. H-l N- H-I "NiH-l .N _____.

\ I \~-c' \-<;-'\0 / \0 / 0

Citozin~ Uuril

b)
/1
I

ti:lC, .0H,C-, N-H HlC., /OH, ij

C-C H,D NH, C-C " ·C.-C~f ". "), \f1-l " ~ tt_c-1 'N ._,., - H-l 'I-ti~ , \ (\ I \
tl-C'Ii-C, N-C,.. -c- ,/ "'0 ,/ -:0.' 0

Timin'i5-l\'letil-Citozina

0A

Figura 1.10. Reactii de dezarninare ale bazelor: a) citozina la uracil; b) 5-metil-
citozina la tim ina
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3.1.1. Natura si cnnflguratie

In structura acizilor nucleici glucidele implicate sunt riboza (Rib) -In acrzi

ribonucleici si derivatul sau 2-deoxiriboza (dRib) - In acizii deoxiribonucleici. Acestea

au urmatoarele caracteristici de configuratie (Figura 1.12):

5'

HOC~'2. _ 0 ". OH
4' H H l'

H H
3' 2'

OH H

5'

HOCfRH:.!e . 0 . 0.H
4' l'

H H
H H

3; . 2'

OH of:! Figura 1.12. Structurile furanozice
ciclice cu anornerie pale ribozei si
deoxiribozei

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

l' al pentozei si azotul N 1 al pirimidinelor si N9 al purinelor (se realizeaza

numerotarea bazei si apoi se reincepe prin numerotarea ribozei, dand numerelor

apelativul "prim") (Figura 1.13). Astfel se obtin ribo- ~i deoxiribonucleotidele a carer

nomenclatura 0 prezentam In tabelul 1.1. Ca regula general a trebuie sa retinem sufixul

,,-idina" pentru nucleozidele pirimidinice si ,,-ozina" pentru nucleozidele purinice.

AdrwlIa HiIJOX.Ul1in;. ... CiiOlinlt

Riboza z: Deoxmboza

3. Nucleozide

3.1. Pentoza nucleozidelor

Serie sterica
Ciclizare hemiacetalica
Anomerie

o
furanoza
P (beta)

Legatura Nsglicozidica, 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 prelungita a unui acid concentrat. Se estirneaza ca intr-o zi, intr-o celula de

mamifere, numai unul din 105 nucleotidele purinice l~i pierde baza.

Tabel ].] Denurnir~ ~i simbol cu trei litere ~i cu 0 litera pentru baze ~i nucleozidele lor

Baze azotate Ribonucleozide Deoxiribonucleozide
Nume S Nume Simbol Nume Simbol

3L 3L ]L 3L ]L
Baze nucleozide 2'deoxiribonucleozide
pirimidinice Pyr pirimidinice Pyd Y pirimidinice dPyd dYNd
Citozina Cyt citidina cyd C 2' -deoxicitidina dCyd dC/Cd
Uracil Ura Uridina Urd U 2' -deoxiuridina dUrd dU/Ud
Timina Thy Ribozil-timina Thd T (2' -deoxi) timidina dThd dT/Td
Baze nucleozide 2'deoxiribonucleozide
purinice Pur purinice Puo R purinice dPuo dR/Rd
Adenina Ade Adenozina Ado A 2' -deoxiadenozina dAdo dAiAd
Guanina Gua Guanozina Guo G 2' -deoxiguanozina dGuo dG/Gd
Xantina Xan Xantozina Xao X 2' -deoxixantozina dXao dXIXd
Hiooxantina Hvn Inozina Ino

Figura ],]3. Legatura p -N glicozidica intre
o baza purinica ~iriboza

V 3.1.2. Legatura cu baza azotata
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care stau la originea conformatiilor structurale multiple. In cazul nucleozidelor,

nucleotidelor si acizilor nucleici legatura glicozidica C l' -N permite rotatia bazei

azotate In jurul legaturii si situarea sa In doua pozitii diametral opuse In raport cu

pentoza (Figura 1.16).

Pentru conforrnatia syn (impreuna), planul bazelor este orientat de aceeasi parte

cu riboza, In timp ce pent:U- conforrnatia !;!!!.!_i (contrar), orientarea este contrara, In

cazul nucleozidelor pirimidinice singura conformatie naturala admisa este anti

deoarece carbonul din pozitia 2 purtator de grupare carbonilica deterrnina aparitia unor

forte de respingere cu oxigenul ciclului ribozic.

In figura 1.16 este prezentat modul conventional de definire a regiunilor syn ~i

anti In functie de unghiul de torsiune x: i) consideram rotatia dreapta a lui N I catre

C I' In jurul legaturii considerate; ii) axa de referinta (00
) este reprezentata de legatura

Cl '-04' din pentoza; iii) legaturile bazelor considerate pentru calcularea unghiului

sunt N l-C2 pentru pirimidine si N9-C4 pentru purine.
~--------------~~--,

{D)

(
~;
1

1 3.2. Conformatia nucleozidelor

Deoarece heterocicluJ plan aJ bazelor nu este deformabil, izomeria de

conforrnatie este data de glucid si de legatura glicozidica,

3.2.1. Conformerii pentozei

Ciclul furanozic al pentozelor nu este plan ci prezinta 0 structura spatiala

caracteristica. Aceasta structura este rezultatul flexibilitatii legaturilor prezente In

heterocicluri. Sunt recunoscute doua tipuri de conforrnatii: E sau "envelope" si T sau

"twist" ale carer niveluri de energie sunt apropiate. Conforrnatia T reprezinta 0 forma

interrnediara putin stabila care apare prin deform area conforrnatiei E. Conforrnatia T

(twist), prezinta numai trei atomi coplanari: atornul de oxigen si cei doi atomi de

carbon adiacenti, Ceilalti doi atomi de carbon se departeaza lejer de 0 parte ~i de alta.

In cazul conformatiei E ("envelope"), sunt patru atomi adiacenti-oxigenul si trei

atomi de carbon-care pot fi considerati impreuna ca formand un plan. Deviatiile dintre

acestia sunt foarte mici, de ordinul picometrilor. In urma studiilor realizate pentru

structura cristalina a peste 50 de nucleozide si nucleotide, s-a demonstrat ca eel de al

cincilea atom se departeaza la cateva zecimi de nanometri (mai putin de 0,05 nm;

distanta intre cele doua nuclee ale atomilor implicati lntr-o legatura covalenta C-C

fiind de ordinul 0,15 nm) (Figura 1.14).

Aceste conformatii sunt desemnate ca enda daca C care deviaza din plan este de

aceeasi parte a planului cu carbonul C5', si exa daca acesta se afla orientat in directie

opusa. Nomenclatura adoptata 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'.

Doua dintre cele mai probabile conformatii pentru Dsriboza si pentru derivatul sau 2-

deoxi-riboza din structura nucleotidelor, sunt prezentate In figura 1.15. Conformatia

ribozelor impune polinucleotidelor structuri spatiale diferite.

(1))
(b)

3.2.2. Izomerii de rota tie in jurul legaturli glicozidice

,.Figura I.l4. Cele doua conformatii pe. c.are
Ie adopta pentoza In structura acizilor
nucleici: a) E ("envelope") ~i b) T ("twist")
(dupa Biochemistry, Voet & Voet, 1995)

Figura 1.15. Cele mai probabi~e con~o.rmal!i
ale ciclului furanozic (riboza ~I deoxiriboza)
din structura nucleotide lor: a) perspectiva; b)
vedere din fata (planul atomilor coplanari
perpendiculari pe planul paginii) (dupa
Biochemistry, Voet & Voel,1995)

In cazul legaturii peptidice rigide si in cazul legaturilor C-C din structura

acizilor grasi, este asigurata 0 anum ita libertate de rotatie substituentilor caracteristici
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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 putemic 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 adoptata de pentoza.

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

polinucleotidelor.

anti ....'Cili.linii

NH2

H;-()-H
N

HOC~H2 0 _J X
H H

H I-I
OH OH

A~
lN~O

HOC~H20 . X
H H

H H
OH OH

syn- A.J~nozini'i anti ....Adtnozini'i

Figura 1.16. lzomerii de rotatie in jurul legaturii glicozidice si definirea unghiului de
torsiune X (in raport cu legatura N9-C I' si N I-C I')

3.3. Nucleozide naturale ~i de sinteza

3.3.1. Nucleozidele: metaboliti ~iconstituenti ai cofactorilor enzimatici

Ca si bazele lor, nucleozidele se regasesc ca intermediari in metabolismul

nucleotidelor: inozitol fosfatul este precursorul com un al nucleotidelor care contin In

structura adenozina si guanozina,

Alte nucleozide se regasesc sub forma de cofactori sau coenzime. De exemplu,

adenozina este prezenta: i) legata de gruparea sulthidril a metioninei (Figura 1.17) formand

S-adenoziLmelionina, cofactor care asigura transferul unei grupari metil; ii) In molecula

coenzimei B12, sub forma 5'-deoxiadenozil cobalamina (Figura 1.18); iii) 1n fosfoadeoozil

fosfosulfatul (PAPS, Figura 1.17) care este implicat in reactiile de sulfatare a glicanilor ~i a
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lipidelor; adenozin 3', 5' -difosfat fixeaza 0 grupare sulfat printr-o legatura anhidridica,

fermata intre acid sulfuric ~i fosfatul din pozitia 5' (TabeI1.2).

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

Compusul functia nueleotidul sau legatura eu
nucleozidul din structura restul moleeulei

Coenzirna A (CoA) acilare adenozin 3'-fosfat ester: 5' diP-
5'-difosfat (Ad03'P,5'PP) alcool

Flavin aden in 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 BI2 (Co B 12) 5' -deoxiadenozin C5'-Co din

(5' dAdo) nucleu
Fosfoadenozin fosfosulfat trans. sui fat adenozin 3',5'-bisfosfat anhidrida.S' P-
(Ad03'P5'PS. PAPS} {Ad03',5' diP) sulfat
S-adenozi lrnetionina transf. Adenozina (Ado) sulfhidril: C5'-
(AdoMet) metil S~MeQ

I
0-

b) Jnozin~ c) PAPS

Figura ).)7. Exemple de nucleozide care intra in structura unor ~etabol.ili sau/si
cofactori: a) S-adenozilmetionina (SAM); b) mozma (hipoxantin

, riboza); c) fosfoadenozil fosfosulfat (PAPS)

3.3.2. Nucleozide atipice naturale

Sunt cunoscute si analizate 0 serie de nucleozide atipice natural:

a) prezente alaturi de alte baze minore in structura ARNt: ~udouridina, uracil

legat de riboza prin intermediul carbonului C5 ~i nu prin intermediul azotului, formand

o legatura l:-g!icoziciica (ozicijcll) exceptionaliL Acest nucleozid si derivatul obtinut

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

reprezinta cele mai abundente nucleozide minore. Derivatii 2' -Ovmetilati ai ribozei

constituie puncte de rezistenta la hidroliza enzimatica sau alcalina a ARNt.

b) mieroorganismele produc nucleozide libere in structura carora riboza este

inlocuita cu arabinoza (Ara), eu aceeasi configuratie, Deoarece au fost pentru prima

27

I



data izolate din spongieri, aceste substante au fost denumite spongiozide si

spongionucleotide. Arabinozilcitozina si arabinoziladenozina sunt folosite In terapia

antivirala (Ara-Ade contra virusului Herpes) si anticanceroasa (Ara-Cyt In tratamentul

leucemiilor). Inactivarea lor enzimatica este intarziata prin transform area In derivati

carbociclici (Figura 1.19).

c) Puromicina este un antibiotic, inhibitor al sintezei proteice, secretat de

Streptomyces. In acest nucleozid, foarte substituit, baza este reprezentata de adenozina

Nsdimetilata iar pentoza este 0 ribozamina dimetilata atasata printr-o legatura amidica

la O-metiltirozina (Figura 1.19). Antibioticul intervine la nivelul sintezei proteice la

procariote, si eucariote, blocand-o,

\_~H
, . J

\(
/~(Hl
f Cnlrb (!n~

x
1 -

I
H;.<'

1

X 01,
, = I

Ciano C obalamin Menlcobalamin

Figura ].18. Structura moleculei B12 contine nucleozidul 5'deoxiadenozil

o

OH OH
B -_-u-.Ihlnozil-l"Ilortn:l PuromiclnnArablnoztl- a denmina

Figura 1.19. Nucleozide atipice naturale: pseudouridina, l3-arabinozil-citozina, arabinozil-
adenozina, puromicina
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3.3.3. Nucleozide de sinteza

Nucleozidele de sinteza completeaza arsenalul de analogi antagonist]. Dintre

structurile existente exemplificam:
a) formele deoxi-, halogenate sau nu ale nucleozidelor purinice ~i pirimidinice

cu proprietati bacteriostatice: 3' -deoxiadenozina foarte eficace tmpotriva 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'Dfoxiad"lloz.i.m, t>- •.\.zmuld1n.

Figura I. 20. Nucleozide de sinteza: 3'deoxiadenozina,
6-azauridina

(a)

o
II 5'

-O-P-O-CHz
I0- 4'

aH
Fesfat Riboza

Adenozin 5· menofesfat
(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

nomenclatura 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 sa fie angajata: i) cu alte molecule de acid

fosforic in condensari anhidridice; ii) cu un nucleotid cu structura de nucleozid di- sau

trifosfat, deoarece aceasta cornbinatie si cea de mai lnainte nu se exclud;

c) 0 alta grupare hidroxil, printr-o a doua legatura ester poate inchide molecula

si determina 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- ~i difosfat nucJeozide

4.1. I .1. Monofosfat Ducl'eozide

Polifosforilarea C5' nu este 0 reactie foarte curenta. 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 adenozina, care are si 0 serie

de alte implicatii metabolice.

Constantele de disociere acide (pKa) ale gruparilor fosforice fixe fac ca la

temperatura si pH fiziologic gruparile sa contina doua sarcini negative: molecula este

un acid (valoarea pKa a primei etape de ionizare este apropiata de 1,0) de unde ~i

denumirea de acid pe care 0 atribuim acestor esteri-fosfati (TabeJ1.3).

Solubilitatea lor In apa este variabila dar ramane red usa. Proprietatile optice de

absorbtie sunt datorate bazelor prezente In structura si au fost trecute In revista In

paragrafele anterioare.

4.1. 1.2. Difosfat nucleozide

Aceste structuri sunt rare. Cele mai bine reprezentate sunt nucleotidele derivate

de la adenina care sunt prezente In structura moleculelor de activare sau a coenzimelor

(TabeJ ]. 2). De exemplu adenozin 3', 5' -difosfat fixeaza 0 grupare sulfat printr-o

legatura anhidridica, fermata 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 anhidrida) formeaza 0 parte a moleculei coenzimei A,

implicata In procesul de acetilare.

4.1.2. Polifosfat nucleozide

Difosfat nucleozidele rezulta din fixarea, prin legatura 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 (Ia nivelul celei de a doua

molecule fosfat) conduce la obtinerea nucleozid trifosfatilor. Pentru exemplificare

luam In discutie nucleotidul care contine adenina (Figura 1.22).

Consecinta imediata a structurii este marea densitate de sarcini negative In

conditii fiziologice: trei pentru difosfat si 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 si mangan ternporizeaza 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 0 entalpie libera de hidroliza superioara legaturilor ester-fosfat

(de ordinul a 30 kJ/mol). ATP este molecula selectionata evolutiv de catre organisme

pentru a constitui TCz.erva tempOl'ara Si sursa de energie utilizabila de catre materia vie

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

De hidroliza ATP depind: i) realizarea un or actiuni fizice cum sunt contractia

musculara ~i transportul activ al ionilor si moleculelor; ii) reactiile chimice care sunt

termodinamic imposibile lara cuplare energetica.

o diversitate mai mare de nucleotide sunt utilizate in vivo ca suportmole~ular

de activare a grupelor sau moleculelor indispensabile intrarii acestora In reactiile
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metabolice. Activarea-fixarea se realizeaza prin consumarea unei legaturi anhidrida

acida prezenta 'in structura unei molecule de nucleotid trifosfat:

a) etanolamina si colina sunt activate de catre COP (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) A TP care

reprezinta donorul de energie si de grupari fosfat pentru fosforilare.

Biosinteza polimerilor nucleozidici 5'-monofosfat (acizii nucleici) se realizeaza

prin condensarea precursorilor trifosfat, energia necesara formarii legaturii covalente

fiind furnizata de hidroliza legaturii anhidridice. Este foarte dar ca celula trebuie sa

intretina permanent 0 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).

Nucleotide* fosfat la nivelul a diferiti atomi de carbon (x', y': nr. atomilor de C ai pentozei)
Nume Simboluri

Formula generalli Nucleozid x', y'-bifosfat Nuc x', y' P2
Exemple adenozina J'<r-bifosfat Ado3', 5' P2

Nucleotide mono- ~i polifosfat (cu gruparea fosfat la nivelul aeeluiasi atom de carbon)
Nume Simboluri

Formula generala Nucleozid x'-fosfat* Nuc5'P NMP
x'-difosfat Nuc5'PP NOP
x-trifosfat Nuc5'PPP NTP

Aplicatii citidina 5'-fosfat Cyd5'P CMP
5'-difosfat Cyd5'PP CDP
5'-trifosfat Cyd5'PPP CTP

uridina 5'-fosfat Urd5'P UP
5'-difosfat Urd5'PP UOP
5'-trifosfat Urd5'PPP UTP

dtimina 5'-fosfat dThd5'P dTMP
5'-difosfat dThd5'PP dTOP
5'-trifosfat dThd5'PPP dTTP

I I
adenozina 5'-fosfat* Ado5'P

5' -difosfat Ado5'PP
5' -trifosfat Ado5PPP

I
guanozina 5' -fosfat Guo5'P

5' -difosfat Guo5'PP
5' -trifosfat Guo5'PPP

AMP
AOP
ATP
GMP
GOP
GTP

Nucleotide ciclice (punti fosfodiester intre Cx' ~i v' din pentoza)
Nume Simboluri

Formula generala nucleozid x':y' -fosfat Nucx':y'P NMPc
Aplicat]] adenozina 3':5'-fosfat Ado3' :5'P AMPc

guanozinaJ':5'-fosfat Guo3':5'P GMPc
*- earacterul acid al nucleozid monofosfatilor face ca ele sa fie denumite ~i:

acid 5'-cilidilic (forma acida) sau 5'-cilidilat (forma ionizata);
acid 5' -uridilic (5' -uridilat); aeid 5'-limidilic (5' -dtirnidilat);
acid 5'-adenilic (5'-adenilat); acid 5'-guanilic (5'-guanilat).

32

Bazii(A)

deomfuonucleozid (dN)

deollinbon-:J80zid 5' monofosfal (dNMP)

deollinbonucleozid 5' difbsfat (dNDP)

deoxiribonucleotid 5' trifosfat (dNTP)
Figura 1.22. Structura nucleozid
polifosfatului derivat de la aden ina (ATP)

Figura 1.23. Cornplexe ATP Mg2+

o serie de nucleotide sunt constituenti ai coenzimelor. Adenozin 5'-difosfatul

intra In structura a doua coenzime implicate In reactii de oxido-reducere: nicotinamid

Figura 1.24. Structurile AMP, ~OP ~iA~P ~u
marcarea legaturilor fosfoester ~I fosfoanhidrida

AMP
,

ADP ,
~----------------------)

ATP
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adenin dinucleoti(i (NAD si omologul sau fosforilat NADP) si a flavin adenin

dinucleotid (FAD) (Figura 1.26). Denumirea acestora are mai mult caracter istoric

deoarece partea a doua a moleculei are structura ciclica dar nu reprezinta un nucleotid

In adevaratul sens al cuvantului. Nucleotidul se leaga la restul moleculei prin

intermediarul difosfatului sau. Cofactorii nu intervin In procesul catalitic ca In cazurile

coenzimei A (Figura 1.27) si coenzimei B 12 (Figura 1.18).

Mediatori extracelulari: nucleotidele extracelulare au fost recent recunoscute ca

mediatori. Eliberate prin liza celulara sau prin exocitoza veziculelor membranare,

acestea se fixeaza pe receptorii celulelor tinta, avand, In general, actiune activatoare.

Familia ATP (ADP si AMP) este cea mai bine reprezentata pentru aceasta functie de

comunicare celulara.

UDP-glnrozii

)t~NH;
C\,
(:0

JIIHZ

CDP-diacilgliCl'l"ol CDP-l'tanolamina

Figura 1.25. Exemple de intermediari metabolici activati: CDP-diacil glicerol, CDP-
etanolamina, UDP-glucoza
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Re-dUJ:
NADM

NAOPH

O,i<iat:
NAD'
NAOP'

",.fu,~~{&L.."."
-o-~'-o--,efl.~IJ., }

Riln,z.'i• 11 Il. II
H' • H

I
110 OH

o ~H,

" Riboz.'
2P
I
t-Adenozms

Adpllozi:n.~

-Hin UAll·

~ .
-'O-p-o- in NADP"

~-
NAO" ~ H' ,; l,- ~ NAoDl-1

NACP' , H' , 2 o-~ NlU>PH

1
FAD

1
I•• 1

Riboflmini'i

j
1'"

Figura 1.26. Structurile NAD(Pt ~i FAD(Hz)

Unitate 6 mercapte Unitate pantntenat

CoenzimaA

Figura 1.27, Structura Coenzimei A forma activa SH.

OH

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

molecula adenozina.
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4.1.3. Nucleotide ciclice

In structura acestor derivati, un fosfat formeaza 0 punte fosfodiester

intramoleculara care ciclizeaza molecula. Acesti cornpusi au fost selectionati pentru

functiile lor In comunicare si semnalizare celulara fiind repartizati In compartimentul

intracelular.

Mesagerii secundari: conceptul de rnesager secundar a fost impus odata cu

descoperirea AMP ciclic (AMPc) In 1950 de catre Sutherland. Un mesager secundar

este 0 rnolecula care asigura actiunea intracelulara a unui semnal extracelular. Acest

semnal poate sa fie un hormon sau un alt mediator si constituie primul mesager care se

fixeaza la suprafata celulara,

AMPc (Figura 1.28) este produs plecand de la A TP la nivelul fetei intracelulare a

membranei plasmatice In urma fixarii moleculei semnal. Producerea AMPc este oprita,

In momentul In care actiunea extern a 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 aceasta molecula a fost aleasa evolutiv drept mesager secundar universal. GMP

ciclic (GMPc) are 0 functie similara dar pentru un numar foarte scazut de cai de

semnalizare (Figura 1.28).

"[
I

Figura 1.28. Nucleotide ciclice

Y'

3',6'cJcUc CMP
(GMPc)
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4.2. Proprietatile nucleotidelor

Componentele celulare care contin fie baze purinice, fie pirimidinice pot fi usor

detectate datorita absorbtiei puternice a luminii ultraviolete. Bazele purinice,

nucleozidele si nucleotidele au absorbtii mai puternice dedit pirimidinele ~i derivatii

lor. Coeficientii de extinctie molara (0 masura a absorbtiei luminii la lungimi de unda

specifice) si lungimile de unda (Amax.) corespunzatoare acestora sunt prezentate In

tabelul I. 4. Lungimea de unda la care se inregistreaza absorbtie maxima variaza, in

particular, cu baza din compozitia moleculei, dar In majoritatea cazurilor este

apropiata 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 structura, furnizeaza metode sensibile de

dozare a acestor compusi atat din punct de vedere calitativ cat si cantitativ. De

exemplu, deaminarea citozinei din structura nucleozidului sau nucleotidului la derivatii

uracil corespunzatori determina 0 deplasare a Xmax. de la 271 nm la 262 nm, care este

usor de determinat. Datorita coeficientilor molari de extinctie mari ai bazelor purinice

si pirimidinice In acizii nucleici, 0 solutie de ARN sau ADN de concentratie I mg/ml

va avea 0 absorbanta la 260 nm de aproximativ 20 unitati, in timp ce 0 solutie proteica

obisnuita cu concentratia de 1 mg/ml va avea la 280 nm 0 absorbanta de aproximativ 0

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 difera

marcant. Legatura N-glicozidica din structura nucleozidelor si nucleotidelor purinice

se hidrolizeaza usor In prezenta de acizi diluati si prin cresterea temperaturii (60°C)

conducand la purine libere si glucide sau glucide-fosforilate. Pe de alta parte, legatura

Nsglicozidica din nucleozidele derivate de la uracil, citozina ~i tim ina si din

nucleotidele derivate de la acestea este foarte stabila 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%) ~i temperatura de 100°C.
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1
Legatura N-glicozidica din structura nucleozidului derivat de la dihidrouracil este

sensibila la tratament acid moderat.
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20.UDP
21.GDP
22.NADP
23.ADPrlI>
2UGDP
2S.dTDP
26.CTP
27.ADP
28.dCTP
29.UTP
30.GTP
31.cAMP
32.dUTP
33.dADP
34.dGTP
35.dTTP
36.ATP
37.dATP

Separarea bazelor, nucleozidelor ~inucleotidelor prin HPLC 'in faza inver. a

Datorita gruparilor fosfat foarte polare, nucleotidele purinice si pirimidinice

sunt mult mai stabile In solutii apoase dedit nucleozidele si bazele libere din care

deriva. In general, nucleozidele sunt mult mai solubile dedit bazele purinice si

pirimidinice libere.

Bazele purinice si pirimidinice, nucleozidele si nucleotide Ie 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, electroforeza, Cele mai bune separari ale compusilor

purinici si pirimidinici s-au realizat prin cromatografie lichida de lnalta presiune In

faza inversa (High Presure Liquid Chromatography HPLC). Prin aceasta tehnica pot fi

separate cantitat] de ordinul nano-molilor din aceste componente intr-o scurta perioada

de timp.

Tabel 1.4. Constante spectrofotometrice ale nucleozidelor purinice
~i pirimidinice

Nucleozidul Coeficientul molar de extinctie Amax la pH 7,0

Adenozina 15,4 259

Guanozlna 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 inalta rezolutie permite 0 determinare rapida a nucleozidelor si

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

Separarea bazelor, nucleozidelor si nucleotidelor prin
cromatografie lichida de inalta rezolutie (HPLC) In faza
inversa: Coloana Alltina CI8-NUC, 5 urn, 250 x 4,6 mm;
faza rnobila: gradient crescator de fosfat si descrescator de
metanol; debit 1,5 mllmin; detector UV 267 nm

Figura 1.29.

4.3. Functii metabolice ale nucleotidelor

Toate tipurile de celule (mamifere, bacterii, plante) contin 0 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 nurnar

mare de nucleotide si de derivati ai acestora, in celula, este faptul ca acestea sunt

implicate intr-un numar foarte mare de procese metabolice care asigura cresterea si

functionarea normala.

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

principal a forma sub care energia este disponibila in celula. 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 ~j

in procesele de contractie musculara, 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).



UnitaLi monOrnere ale acizilor nucleici: acizii nucleici, ADN si ARN, sunt

compusi din unitati 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.

Me:diatori fiziologici: una dintre cele mai recent recunoscute functii ale

nucleotidelor si ale derivatilor acestora este implicarea In procesul de mediere a un or

procese metabolice cheie. in primul rand, trebuie luat In considerare rolul AMPc ca

mesager secundar 'in controlul glicogenolizei ~i glicogenezei mediata de epinefrina si

glucagon si In semnalizarea transmernbranara prin intermediul proteinelor G. De

asemenea a fost recunoscuta si importanta GMPc ca mediator celular. 0 serie de studii

confirm a rolul critic al concentratiei ADP In agregarea plachetelor In timpul coagularii

sangelui, Adenozina provoaca dilatarea vaselor de sange coronariene si poate avea un

rol important 'in reglarea fluxului de sange la nivelul coronarelor. GTP este necesar

unor reactii cum este prelucrarea post-transcriptional a a ARNm (adaugarea capului),

transmiterea semnalului catre proteinele G ("GTP binding protein"), si formarea

microtubulilor.

Corhponen!e ale ccenzimelor: intra In structura NAD+, NADP+, FAD ~i CoA

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

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

intennediarilor "activafi" intr-o serie de reactii metabolice. Compusul UDP-glucoza

este un intermediar cheie In sinteza glicogenului si glicoproteinelor. Compusii GDP-

manoza, GDP-fucoza, UDP-galactoza, ~i 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 ~i In formarea unor cornpusi cum sunt fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,

camitina din lizina, etc. S-adenozilmetionina furnizeaza ~i 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: 0 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 celula sunt derivatii 5'-nucleotidici. In celulele normale

A TP 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 regaseste un

spectru complex al mono-, di- si trifosfatilor care se regasesc 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

datorata reactiilor de degradare normala a nucleotide lor exogene si endogene. In

acelasi mod se explica 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/l O" celule, In timp ce

dA TP este In concentratie de numai 4 pmol/) 06 celule. Totusi, nivelurile

concentratiilor deoxiribonucleotidelor sunt subiectul unor fluctuatii majore In timpul

ciclului celular, In contrast cu nivelul concentratiei ribonucleotidelor care ramane

relativ constant.

In celulele normale, concentratia total a a nucleotidelor se modifica intr-un

domeniu ingust desi concentratia componentelor individuale poate sa varieze. De

exemplu, concentratia total a a adenin-nucleotidelor (AMP, ADP si ATP) este

constanta, desi pot exista variatii ale raportului ATP/AMP+ADP, dependente de stare a

energetica a celulelor. La baza "concentratiilor fixe" ale nucleotidelor sta faptul ca

reactiile de biosinteza ale acestora reprezinta cai metabolice care presupun 0 reglare

celulara foarte tina.
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CAPITOLUL II

STRUCTURA PRIMARA. A ACIZILOR NUCLEICI

Asemenea poliglucidelor ~i proteinelor, acesti polimeri se caracterizeaza printr-

o structura covalenta primara si prin aranjarea spatiala a acesteia intr-o ierarhie pe care

o yom discuta In capitolele urmatoare,

Structura primara a acizilor nucleici (AN) se refera la secventa inlantuirii

monomerilor nucleozid 5'-fosfat (NMP), legaturile dintre acestia si rnarimea

polimerilor obtinuti,

1. Caracteristicile de compozitie ale structurii prim are

1.1. Nucleotidele

Cele doua tipuri de acizi nucleici se deosebesc prin doua caracteristici calitative

fundamentale (TabeluI2.1):

I) prezenta unei pentoze diferite (riboza sau deoxiriboza); tipul de glucid da

numele celor doua tipuri de acizi nucleici deoarece nu exista structuri naturale mixte

ADN/ARN In afara de hibrizii care apar tranzitoriu In timpul replicarii si transcriptiei;

2) diferente privind cele patru baze care intra In constitutia ADN si ARN, una

dintre pirimidine fiind diferita, 0 distinctie mai nuantata este data de bazele si

nucleotidele minore discutate In capitolul anterior.

TabeI2.1. Constituentii ARN ~i ADN

Acidul Pentoza NMP majore NMP minore
nucleic

Pvr Pur
ARN D-riboza U A foarte diverse ARNt

C G
ADN 2' -deoxi-D-riboza dT dA derivati rnetilati ai A si C

dC dG
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ARN ribozomal (ARNr) de la 100 la 5 000 b

ARN de transfer (ARNt) 75 - 90 b

ARN mesager (ARNm) numarul de baze este In functie de gena copiata

Marimea ADN variaza in functie de regn si specie. Aceasta acopera toata gama

de la 5 000 la mai mult de un milion de perechi de baze. Masa moleculara 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 0 echivalenta foarte utila in practica: 2xl06 Da t ., . se po aproxlma cu

3 000 pb si cu 1 urn.

Cu toate ca aceste diferente par minime ele au consecinte spectaculoase si sunt

suficiente pentru a imparti acizii nucleici in doua categorii majore de molecule destul

de asemanatoare 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) 0 reactivitate particulara a ARN;

c) centre suplimentare de interactiune prin legaturi de hidrogen.

o alta diferenta de compozitie consta In faptul ca ADN se caracterizeaza prin

egalitati si raporturi purine/pirimidine specifice pe care nu Ie regasim in ARN.

1.2. Marlmea polimerilor nucleici

In privinta lungimii polimerilor nucleici gama acoperita este foarte mare. De

fapt, trebuie sa subliniem ca este luat in discutie grupul care cuprinde macromoleculele

naturale cele mai mario Marirnea acizilor nucleici se exprirna prin trei caracteristici

(tipuri de unitati): i) lungime; ii) masa moleculara in Daltoni (Da); iii) numar de

nucleotide sau de baze ale acestora pentru monocatene (b) si In perechi de baze (pb)

daca molecula este constituita din doua 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 variaza de la mai multe zeci de baze

la mai multe mii de baze.

In tabelul 2.2. sunt prezentate tipuri de ADN de provenienta diferita, Marirnea

acestora este cornparata cu colagenul care este 0 molecula proteica gigant.

1.2.1. Metode de determinare a marimii acizilor nucleici

Metodele de determinare a dimensiunilor acestor macromolecule se bazeaza pe

diferite caracteristici. Marimea poate fi determinata prin mai multe metode:

Microscopie electronica: datorita dimensiunilor

lor acizii nucleici pot vizualizati prin aceasta tehnica.

~~1~1~t4~,~~~~~'1 Metoda se potriveste foarte bine moleculelor de ADN

de marirne medie (de la cateva mii la 200 000 pb)

(Figura 2.1)

Figura 2.1. Imagine electrono-rnicroscopica a unei molecule de
ADN dublu catenara circular inchisa (plasrnida)

Electroforeza in gel: este 0 tehnica de separare a moleculelor in functie de masa

lor moleculara. Conditiile de densitate de sarcina asemanatoare sunt realizate in mod

natural, de catre scheletul oza-fosfat. De asemenea, dependenta logaritmica, distanta

de migrare in functie de marime, este bine respectata. Pentru separarea moleculelor de

acizi nucleici de diferite dimensiuni sunt folosite geluri de agaroza cu porozitati variate

(Figura 2.2). Pentru facilitarea estimarilor cantitative exista colectii de polimeri

"markeri de masa moleculara" utilizati pentru etalonarea separarilor, De altfel, aceasta

metoda de separare este omniprezenta in manipularile de biologie moleculara.

Electroforeza se poate realiza si in gel uri de poliacrilarnida pentru situatiile in care este

necesara separarea moleculelor polinucleotidice mici sau a oligonucleotidelor. Prin

electroforeza in gel de poliacrilamida este posibila 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. Marirnea unor molecule de ADN din diferite surse, cornparata cu cea a unei proteine
fibroase, colagenul.

ADNI n de baze Masa Lungime 4> numar de
particulel (kb) (MDa) (nm) (nm) cromozomi
organisme
Virusuri ADN
SV40 5,2 3,2 1,7x I0.3 (1 ,71.1In) 2
fag <llX174 5,4 3,6 1,8x 10-3 (1,8 urn) 2
fag A 48 32 17xI0-3 (17 ~m) 2

Procariote 4000 2600 1,36 2
E. coli
Eucariote
Drosofila 62000 41000 21 2 2x4
Om 125000 80000 41 2 2x23
Colagen 3xl000 0,33 0,3x I0-3 (0,3 urn) 1,5

aminoacizi
Celule
Bacteria E. coli 2x I0-3 (0,5x2 urn)
Mamifere aprox IOxlO-3 (10 ~m)

SV40: virus simian; marimea exactii a ADN este de 5243 ph. Bacteriofagii folosui ca exemplu all drept gazda
Escherichia coli. ADN al fagului (/JXI U este monocatenar, dar in celulele irfectate se imperecheaza sub forma
de dublii catena. in tabel sunt date dimensiunile celei de a doua forme. La drosojila este data marimea celui mai
mare ADN, este vorba de cromozomul gigant. La am este data marimea ADN!cromozom.

Figura 2.2 Imagine de separare electroforetica a ADN in
gel de agaroza: M, markeri de rnasa moleculara; 1,2,3,4
~i 5, ADN plasmidial scindat cu enzime de restrictie

M 2 3; 4 5 M

Moleculele ADN de marime mare sunt

analizate si prin:

a) metoda clasica de ultr-acentdfugare cu

toate ca fortele de frecare existente intre aceste

molecule limiteaza campul aplicatiilor (molecule

de pana la 1,5 x 106 pb). Prin aceasta tehnica pot

fi separate, In gradient de densitate de clorura de

cesiu, urmatoarele: i) fragmente de ADN care au

un continut diferit In guanina si citozina (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).

46

n)

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

a) Introducerea celuleler in :IIgaroVt b)

soo

lElib••·area ~i liza "ill shu" ,AIJN

Seusul migi tu1i
ADN

3

Figura 2.4. Electroforeza in camp pulsatoriu: a) pnncrpru de separare; b)
electroforegrama obtinuta in urma separarii unor fragmente mari
de ADN. Vizualizarea a fost realizata in unna colorarii cu bromura
de etidium.
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b) proprieUitile hidrodinamice ale solutiilor de ADN: i) birefringenta de

curgere, ii) vascozitate, etc.

c) electroforeza in_carnp pulsatofill (sau altemant). Prin aceasta tehnica care a

fost imaginata la inceputul anilor 1980, doua ciimpuri electrice se aplica altemativ pe

doua directii diferite. Principul de separare se bazeaza 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 marimea moleculelor. Separarea este

eficace si utilizabila pentru molecule de ADN mai mari de 10000 kb (Figura 2.4).

1.3. Polimerizarea nucleotidica

Acizii nucleici sunt, asemeni proteinelor, polimeri neramificati care pot fi liniari

sau circulari. Dernonstrata de Levene in 1925 si confirrnata dupa 1950 de catre Todd,

inlantuirea covalenta a nucleotidelor este de tip ester. Depolimerizarea se poate realiza

prin hidroliza de diferite tipuri (acida, bazica, enzimatica) si este destul de folosita in

tehnicile de biologie moleculara.

1.3.1. Legatura fosfodiester

Indiferent de tipul de acid nucleic (ribonucleic sau deoxiribonucleic), reactia de

asamblare polinucleotidica este aceeasi: hidroxilul din pozitia 3' al unui nucleozid

monofosfat este esterificat de catre 5' -fosfatul din structura nucleozid trifosfatului care

participa la formarea legaturii (Figura 2.5). Faptul ca acizii nucleici sunt polimeri

fosfodiesterici ai NMP are urmatoarele consecinte directe:. .
a) asemeni polipeptidelor, catena este orientatil: (vectorizata). Sensul

conventional 5'-3' a fost adoptat pentru lectura ~i scrierea (de la stanga la dreapta)

polinucleotidelor ca si pentru reprezentarile prescurtate si simbolice (Figura 2.6).

b) bazele fixate regulat in functie de 0 secventa specifica speciei moleculare,

sunt purtate de un schelcit covalent pentoza-fosfat. Cu toate ca imaginea este

asemanatoare cu cea a scheletului polipeptidic purtator al catenelor laterale ale

aminoacizilor, exista 0 serie de diferente fata de acesta: i) scheletul acizilor nucleici

este un polianion cu 0 sarcina pe unitate care are 0 densitate totala de sarcina 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 0 simpla

echivalenta baza/aminoacid. Este necesar un limbaj temar, format din ansambluri de

trei baze adiacente a carer asociere determina existenta a 64 de combinatii posibile,

care stau la baza codului genetic.

aJ
o
I 5'R ftJo=p-o-c 0 A
I 1/ '.', '
o R CD\ -

R-~
I
9 R P'o=1l-o-c 0 _T_
6 ~/ ~,

\ ;"
R-ib '

oJ-o-~ D_, fCl
b ~/~r

\ I
R C

13' R
HJ

polimeraza

I >

+
o 0

o-t~_lP-o
II IIo 0

bl pirofosfat

,}}
5' -5'

P\p JC3i
\ CH,p

5' '

P-P+

Figura 2. 5. Sinteza unei monocatene de ADN: a) formarea legaturii fosfodiester intre un
dinucleotid si deoxiadenozin citidin trifosfat; b) reprezentarea schernatica a
reactiei de sinteza cu marcarea orientarii 5'-3' a catenei in formare
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capit 3'

A G

Figura 2.6. Structura unei molecule ARN: a) evidentierea inlantuirii nucleotidelor si vectorizarea
catenei; b) reprezentarile prescurtata si simbolica

1.4, Hidroliza acizilor nucleici

Degradarea unui polinucleotid poate sa se refere la: i) legatura fosfodiester

atunci cand se produce 0 depolimerizare; ii) unitatile nucleotidice daca se rupe legatura

glicozidica ~i se degradeaza componentele. In ambele cazuri hidroliza poate fi de

natura chimica sau enzimatica.

1.4.1. Hidroliza chimica a acizilor nucleici

Desi sunt printre cele mai stabile molecule, in conditii fiziologice celulare,

acizii nucleici prezinta totusi, rezistente diferite Ja conditiile de pH si de temperatura la

care se realizeaza diferitele tipuri de hidroliza, in vitro (Tabel 2.3).

Tratamentlll acid afecteaza la fel ARN si ADN:

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

(incalzire, acizi concentrati). In aceste conditii celelalte legaturi din structura nu rezista
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si obtinem un amestec de fosfati, oze ~i baze. Acest protocol, urmat de 0 fractionare

cromatografica, a fost una dintre tehnicile care au permis analiza compozitiei acizilor

nucleici;

ii) In conditii relativ blande (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 prezinta interes pentru anumite analize.

Comportamentul ARN si ADN la hidroliza bazica este foarte diferit:

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

inregistreaza aproximativ zece scindari pe ora ~i pentru un milion de punti fosfo-

diester. Cu toate acestea, puntile fosfodiester din ADN devin sensibile la hidroliza

alcalina daca bazele sunt inlaturate sau degradate. Este cazul ADN apurinic. Aceasta

proprietate este utilizata in tehnica de secventializare chimica.

ii) ARN este total hidrolizat In ribonucleotidele componente in cateva minute, la

37°C si pH 11,0. Inca de la pH 8,0, se constata inceperea unei degradari semnificative.

Comportamentul ARN la hidroliza alcalina explica obtinerea unui amestec de

nucleozide 2' si 3' fosfat In loc de 5' fosfat, asa cum era de asteptat.

Tabel 2.3. Produsii de degradare chimica a acizilor nucleici

Conditii Produsi de hidrolizii
ARN ADN

Acide
pH 1,0
incalzire
pH 4,0

+ pentoze + fosfati + baze

baze purinice + AN apurinici
Alcaline NMP (2' sau 3')

Diferenta dintre reactivitatea ARN ~i inertia ADN este data de existenta gruparii

hidroxil din pozitia 2'. De fapt, aceasta grupare autorizeaza 0 cataliza bazica hidrolizei

puntilor fosfodiester schematizata In figura 2.7. Deprotonarea sa In conditii alcaline

produce un anion alcoxid, putemic nucleofil care ataca gruparea fosfo-diester

adiacenta Absenta hidroxilului in 2' din scheletul ADN este un factor determinant al. ,

stabilitatii sale chimice In conditii celulare, normale sau agresive. Astfel intelegem, '.

esenta selectionarii evolutive a ADN, ca suport al informatiei genetice, datorita

rezistentei sale. Aceasta molecula trebuie sa suporte operatii de duplicare ~i de copiere
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care se desfasoara pe toata durata de viata a organismului si sa asigure transmiterea

informatiilor la descendenti.

ARN

("Hl B

LfY~
f) OQ-H O-H

- I .
"-)--p=<J

I
'1
I
C"lH D

I r la'
I

(1) (1)

CH~
~ Nncl':3'P

d 0 lntermedim dcl1(

'\...../
/~ O-H

-0 (J

OH

I
~

b bH
I

Figura 2.7. Schema mecanismului de hidroliza ARN prin cataliza bazica: I. Hidroxilul
din 2' este deprotonat de catre ionul hidroxid; 2. A1coxidul, nucleofil, ataca
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' ~i 3' fosfat.

1.4.2. Scindarea enzimatlca

Enzimele care catalizeaza hidroliza legaturii fosfodiester din structura acizilor

nucleici, fosfodiesterazele, sunt numite ~i nucleaze. Acestea sunt prezente In toate

celulele ~i sunt foarte utile In metabolismul acizilor nucleici si proteinelor. 0 parte

dintre aceste nucleaze sunt secretate de catre pancreasul exocrin, In intestin, si

participa direct la digestia hranei. Aceste enzime prezinta niveluri de specificitate

comparabile cu cele ale peptidazelor si proteazelor. Ele se pot clasifica In functie de:

a) modul .lor de atRc al catenei: i) exonucleaze, enzimele care actioneaza la

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

catenelor;
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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 structura: mono- sau dublu catenara;

c) spec.ifi,eifatea lor de reCUl10astcre a silusurilor. i) specificitate peritlTl' baie; ii)

specificitate pentru secveFl(e;

d) tiPlll de 11.1pere,alegIiluT'ii fosfodiester: i) exonucleazele si endonucleazele de

!..iQ.A scindeaza extremitatea 5' si due la formarea de 3 'NMP; ii) exonucleazele si

endonucleazele de tip p scindeaza extremitatea 3' si determina formarea 5'NMP

(Figura 2.8);

In tabelul 2.4 sunt prezentate principalele nucleaze si caracteristicile acestora. 0

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.

HaUl

'\. /N
03PO-r~o,-1

~ H.:1-'i
o (O)H \.
I

O=p j O-oC2 0
Exonucleaza b- ..

. B,".~
~d 0 rom /

Endonucleaza --+ 'l{
tipp 0=~TO-QC2 .0.

~ . ,

ElI,lollud"azi\ - . Bazfl
tip d 0 (O)H " ('

Exollllrieazii ~ !II
tip p O=P--O-T'~9" I

6- 0
HO (O)H I

I Nuc .2'P I NUf 3'P

~:iIi 11 Li
- I _ I
O-p=O 0-1'=0

I I.-~ lO-
B

Figura 2.8. Tipuri de taieturi la nivelul legaturilor: exonucleazele ~i
endonucleazele de tip d scindeaza extremitatea 5' ~i due la
formarea de 3'NMP; exonucleazele si endonucleazele de
tip p scindeaza extremitatea 3' si determina formarea
5'NMP (vezi tabeluI2.4)
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Au fost izolate si purificate mii de

enzime de restrictie. Din fericire foarte

curand dupa descoperirea lor s-a utilizat 0

nomenclatura adecvata. Prima litera este

majuscula ~I reprezinta initiala speciei

bacteriene din care a fost extrasa

endonucleaza. Urmatoarele doua litere sunt

minuscule si corespund genului bacteriei de

unde enzima este extrasa. Aceste trei litere

sunt urmate de 0 cifra romana care

reprezinta numarul de ordine al descoperirii

enzimei In acelasi tip de bacterie. Daca este

necesar se mai adauga 0 litera majuscula

reprezentand identificarea susei bacteriene .

Tabel 2.4. Exemple de nucleaze reprezentative si diferitele lor caracteristici.

Nucleaze Substrate] Taietura Produsi BomHI
tipZ;

s~ecificitate
Exonucleaze
fosfodiesteraza (venin de sarpe) ARN.ADN s p 5'-NMP

extremitatea 3' EcoRI
fosfodiesteraza (splina) ARN, ADN s d 3'-NMP

extremitatea 5'
exonucleaza I (E. coli) ADN P 5'-NMP

extremitatea 3'
exonucleaza III (E. coli) ADN p 5'NMP+ADNs Haelll

extremitatea 3'
Endonucleaze
endonucleaza S 1 (Aspergillus ARN,ADN p 5'-NMP +ON In 5' P
orvzae) s,d aleatoare
ribonucleaza TI (Aspergillus ARN s p 5'-NMP +ON In 3' P Hhal
0 zae) GIN
ribonucleaza A (Eancreas) ARN s d-P~rIN 3'-NMP +ON In 3' P
Deoxiribonucleaza II (timus) ADNs d sP~r/dPtll ON In3' P

IS: monocatenar (single strand); ON: oligonucleotide. J tip de taietura p salt d: vezijigura 2.B. Xhol

J
S'GGATCC3'•Y CClAGG '].

f
I..

..,.GAATTC .~'•3' CTTAAG 5'

f

!
s: GGCC ~'•3' CCGG 5'

T

~
':i' GCGe -~'

I
3' eGCG 5'

1
I.

S' CTCGAG 3'•J' GAGCTC 5'
TDescoperirea enzimelor de restrictie, In 1970, de catre W. Harber, H. Smith si

D. Nathans, a insemnat un pas gigantic pentru evolutia tehnicilor de biologie

moleculara. Acestea au permis inlaturarea principalului obstacol tehnologic privind

manipularea ADN, deoarece pot reduce intr-o maniera reproductibila, un genom intreg

la 0 serie de fragmente caracteristice pentru 0 specie data. Astfel, genele sau paTti ale

genelor devin entitati fizice izolabile. Aceste enzime sunt responsabile pentru

fenomenul de restrictie de unde si numele lor. In figura 2.9 sunt prezentate cateva

dintre enzimele de restrictie cele mai uzuale lmpreuna cu motivele recunoscute de ele.

Enzimele recunosc si taie secvente de baze cu structuri caracteristice de pe catena

ADN, numite palindroame, a carer lungime variaza intre 4 si 10 pb. Se rernarca axa de

simetrie de ordinul 2 pe care 0 prezinta secventele ADN pe care aceste enzime Ie

recunosc ~i scindeaza. Se observa ca secventa de pe una din catene reprezinta

palindromul secventei celeilalte catene. Pe cele doua catene exista acelasi mesaj care

poate fi citit la fel in cele doua sensuri (de tip RADAR sau ROTOR). Deci, situsul de

c1ivare are 0 pozitie simetrica In raport cu axa. In urma actiunii enzimelor de restrictie,

se pot obtine capete coezive sau capete drepte pentru fragmentele eliberate, In functie

de pozitia situsurilor de scindare. (Figura 2.]0).

Figura 2.9. Exemple de enzime de restrictie ~i
situsurile recunoscute de acestea

(b) El'nRV
(II) E('oRI

t
5'-~~~'""!~f~"""1=-~",,3'

• • ~ ,•., r. .~. . . " . ~
3'-C-T-A-r-'T-A-G-5'

t
~ Sims d~ <Iivar~

• C'tIl111J1 ani 'I~ snneme

Figura 2.10. Exemple de enzime de restrictie si palindroamele
recunoscute de acestea cu marcarea situsurilor de
clivare ~i a axei de simetrie: a) obtinerea de capete
coezive; b) obtinerea de capete drepte (dupa
Biochemistry, Yoet& Voet, 1995)

Enzimele de restrictie sunt c1asificate In trei categorii, dar numai cele de tip II

sunt utile In cercetarile de biologie moleculara deoarece scindeaza catenele de ADN
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chiar la nivelul situsurilor specifice pe care Ie recunosc. Doua enzime de restrictie care

recunosc aceeasi secventa sunt numite izoschizomere.

Numarul de situsuri recunoscute si taiate 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 diferentiata

reprezinta 0 modalitate importanta de a obtine markeri de masa rnoleculara 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) Numar de situsuri de tliiere
VirusSV40 faglfJXI74 fag A.

EcoRI (E. coli RYJ3)
BamHI (Bacillus amyloliquefaciens H)
HaeIlI (Haemophilus aegypticus)

I 0
I 0

19 II

5
5

>50

1.5. Purificarea acizilor nucleici ~i evaluarea cantitativa a

acizilor nucleici

II

II

Un procedeu clasic de purificare consta In tratarea solutiei apoase de acid

nucleic cu solutie fenolica care denatureaza proteinele. De obicei este folosit amestecul

fenol-cloroform care este destul de eficient. Dupa separarea fazelor prin centrifugare,

este recuperata faza apoasa care constituie supematantul ~i care contine acizii nucleici.

Urmele de fenol (care ar putea sa inhibe activitatea enzimelor din etapele urrnatoare)

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 numita proteinaza K.

In ultimii ani au fost puse la punct procedee de purificare pe baza de rasini.

Reactivii sunt livrati sub forma de "kituri" gata de intrebuintare simplificand mult

procesul de purificare ~i crescand adesea randamentul acestuia.

1.5.1. Metode spectrofotometrice

Determinarea absorbtiei In ultraviolet cu ajutorul unui spectrofotometru permite

verificarea puritatii unei solutii de ADN sau ARN. In urma determinarii densitatii

optice se va obtine un peak la 260 nm. Pentru estimarea puritatii este necesara
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calcularea raportului densitatilor 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 indica 0

contaminare cu ARN. Daca exista 0 contaminare cu proteine (280 nm) sau fenol (270

nm), raportul va fi net inferior valorii de 1,8. Daca ADN si ARN sunt puri, cantitatea

poate fi apreciata astfel:

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

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

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

1.5.2. Utilizarea de mini-gelulri

Daca nu dispunem de ADN In cantitate suficienta sau de sisteme miniaturizate

care sa permita rnasurarea densitatii opt ice la 260 nm, se poate realiza 0 estimare semi-

cantitativa utilizand mini-gel uri de agaroza, Dupa realizarea separarii electroforetice,

se realizeaza colorarea cu brornura de etidium urmata de evaluarea intensitatii benzilor

obtinute dupa expunerea la UV. Estimarea semi-cantitativa se realizeaza prin

compararea rezultatelor obtinute cu migrarea unor cantitati cunoscute de ADN

standard folosite pentru etalonare.

Figura 2.11. Separare electroforetica pe mini-geluri utilizata pentru
estimarea serni-cantitativa a fragmentelor de acizi nucJeici separate: a)

principiu de separare; b) vizualizarea mini-gelului dupa tratament cu bromura de etidium
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2. Determinarea secventei prim are a acizilor nucleici

2.1. Strategie ~i modalitati

Strategia curenta de secventializare a acizilor nucleici este fermata 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 rnarime adecvata. 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)

I
II
II

care se suprapun;

c) separarea ~i identificarea componentelor fiecaruia dintre aceste amestecuri si

apoi compararea lor In scopul reconstituirii secventei initiale a fragmentului.

In raport cu secventializarea proteinelor, secventializarea initiala a acizilor

nucleici a fost mai complicata deoarece: i) structura ADN este dublu catenara; ii)

macromoleculele sunt mult mai lungi; iii) prezenta a numai a patru baze, face ca

varietatea monomerilor sa fie redusa si eventual a identificare a produsilor de hidroliza

sa constituie 0 operatie delicata.

In concluzie, inceputurile in secventializarea acizilor nucleici au fost tributare

modalitatilor de scindare si de fractionare a oligonucleotidelor. In rezolvarea acestei

probleme, deceniul 1970-1980 a fost decisiv.

Inainte de 1970 cercetatorii nu dispuneau nici de endonucleaze specifice si nici

de modalitati de scindare echivalente degradarii Edman. Secventializarea realizata

pentru ARNt pentru alan ina a constat in: i) scindarea partiala cu ajutorul

ribonucleazelor Tl si 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 alanina, 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 posibila elucidarea

structurii materialului genetic din structura unor fagi de aproximativ 4 000 nucleotide.
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Anii 1970 marcheaza descoperirea endonucleazelor de restrictie si primele

realizari ale tehnicilor de biologie moleculara, printre care ~i clonarea care permitea

multiplicarea moleculelor de ADN disponibile.

La baza evolutiei ulterioare a secventializarii ADN au stat doua metode care se

bazeaza pe un principiu comun:

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

separate;

ii) utilizand modalitati specifice de tratare pentru fiecare baza, se obtin patru

ansambluri de fragmente de marirni diferite (prin intermediul unui semnal care

identifica inceputul sau sfarsitul catenei);

iii) separarea fragmentelor In functie de marime rezolva problema

secventializarii.

Diferenta dintre cele doua metode consta In modul de obtinere a ansamblurilor

de fragmente: una din metode se bazeaza pe scindarea chimica (metoda introdusa de

A. Maxam si w. Gilbert), cealalta se inspira din procesul de replicare ~i se bazeaza pe

tehnologia sintezei enzimatice (metoda Sanger).

Cu toate ca metoda Maxam si Gilbert a cedat de mult locul metodei Sanger,

pentru care la ora actual a exista 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 chlmica Maxam ~iGilbert

Metoda de secventializare chimica este fermata din mai multe etape.

Fragmentul de ADN care urmeaza a fi secventializat este marcat la una dintre

extrernitati printr-un semnal care va permite detectarea sa. Cea mai frecventa tehnica

este marcarea cu fosfor radioactiv C2P). Acestea se realizeaza In doi timpi: i)

modificare-eliminare baza; ii) hidroliza alcalina a grupelor fosfodiester, posibila prin

pierderea sau deschiderea ciclului bazelor. Scindarea este dubla fiind realizata atilt la

capatul 3' cat si la cel 5'.

Specificitatea taieturii este data de reactivii utilizati si de conditiile de reactie:
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i) pirimidinele: hidrazinoliza; in conditii control ate de tarie ionica este realizata

degradarea preferential a a citozinei sau a ambelor pirimidine (C ~i T);

ii) purinele: metilare cu protonare; alegerea pH este decisiva pentru orientarea

reactiei cafre guanina sau catre ambele purine (G si A).

iii) Electroforeza in gel de poliacrilamida urrnata de autoradiografia

fragmentelor reconstituie secventa (Figura 2.12).

II

5' ======== 3' ADN duhlu
3: 5 C:lreJt2l"

1.capere marcare
"

j
Gel electrolbnzi

Autoradiografie
-.[

F. Sanger, pionierul secventializarii insulinei, a conceput 0 metoda geniala de

secventializare care se bazeaza pe principiul replicarii. Analiza structurii ADN si a

rolului sau In exprimarea genelor a fost usurat enorm de punerea la punct a acestei

tehnici de secventializare. Esenta tehnicii de secventializare a ADN, propusa de F.

Sanger ~i col aboratori i, a constituit-o generarea de fragmente a carer lungime era

dependents de ultima baza din structura secventei. Colectii de astfel de fragmente au

C 3'
C
A
T
T
c
G
0:;;

~Sci1ldare cu emime de restrictie
ji '

"===1= -:::_--v ~turare
Denaturare (JlllJllllicaperele marcare
vur fivizibile pe autoradiografie)

'f
--

G
TExpunerea celor 4 probe Ia

\, " dffi:rire reaetii chimice care taie
<; >: c ADN dupi ba'zele irulicare

CIT

,/ i~
G .... I Ii>

/1 \1

" 1 /".\ /,I

\ \
'I
A~ +

G G

--
,

Reac1ia se des~oari timp
suficieJlt peJltru a produce, in
medie, 0 sci1ldare pe careni;
fragmeJlrele aleatoare marcare
reprezioJlti toare pozi~ fiecirei
bazei Jtdieare

Figura 2. 12. Principiul ~iprezentarea schernatica a secventializarii prin metoda Maxam

~i Gilbert

2.3. Metoda "dideoxi" a lui F. Sanger
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fost generate prin intreruperea controlata a sintezei enzimatice. Aceasta tehnica s-a

impus in fata celorlalte tehnici de secventializare datorita simplitatii sale.

Pentru intelegerea principiului sunt necesare informatii privind imperecherea

specifica a bazelor In structura ADN ~i sinteza catenelor complementare cat ~i asupra

modului de actiune al polimerazei. Sanger a utilizat ADN polimeraza I bacteriana care

realizeaza 0 copie complementara a catenei matrita ADN utilizand nucleotid trifosfati

(dNTP).

2.3.1. Principiu

Acelasi procedeu este aplicat pentru patru amestecuri de reactie, in acelasi timp.

In toate, ADN polimeraza este folosita pentru a sintetiza catena complementara unei

secvente matrita pornind de la un fragment oligonucleotidic (primer) complementar cu

capatul 5'-3' al matritei.

a) Fragmentul care urmeaza a fi secventializat (matrita), este denaturat, pentru

obtinerea de monocatene, si adus in contact cu un primer. Hibridizarea primerului cu

matrita monocatenara permite initierea actiunii ADN polimerazei in prezenta

substratelor nucleotidice dNTP;

b) In fiecare dintre cele patru loturi se adauga 0 mica cantitate dintr-un 2'-

3'dideoxiribonucleotid trifosfat (ddNTP) diferit, analog cu una dintre nucleotide.

Incorporarea acestui analog, In locul unei nucleotide normale, blocheaza alungirea

datorita Iipsei hidroxilului din pozitia 3' terminala. Din acest considerent ddNTP au

fost denumite molecule terminatoare de catena. Concentratia lor este destul de mica

pentru a opri sinteza numai ocazional;

c) Prin electroforeza in gel de poliacrilamida se realizeaza separarea

fragmentelor din cele patru loturi. Marimea diferita a fragmentelor este datorata opririi

copierii catenei matrita la un anum it nivel, corespunzator fiecaruia dintre cele patru

tipuri de ddNTP (ddA TP, ddCTP, ddGTP ~i ddTTP). In figura 2.13 este prezentata

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 ca rezolutia gelului trebuie sa fie de 0 nucleotida;
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a) Mamli b) ~ ..
~1_trn:..Lllilrr_~(jrNCO'JXI,'l.&JmrA--'

d) Detenninarea secventei a fost realizata de Sanger prin autoradiografia gelului

deoarece unul dintre dNTP introduse In reactie era marcat radioactiv cu 32p sau 35S,

izotopi capabili sa impresioneze un film fotografic.

Aceasta metoda ingenioasa i-a permis lui F. Sanger, In 1977, sa stabileasca

prima secventa completa de 5386 baze a bacteriofagului <'DX174. Total autornatizata

ulterior, tehnica a pennis descifrarea completa a genoamelor multor organisme

procariote ~i eucariote si a fost folosita cu succes In amplul proiect de secventializare a

genomului uman. Secventializarea clasica a acizilor nucleici inventata de Sanger are la

ora actuala 0 serie de variante care au facut-o sa se impuna ca singura alternativa

viabila de detenninare a secventei acizilor nucleici. Toate aceste variante se bazeaza

pe principiul initial de sinteza de fragmente complementare cu matrita de analizat.

Diferentele constau In evolutia spectaculoasa a modalitatilor de separare si identificare

a acestor fragmente. Detectarea fluorescenta reprezinta 0 altemativa viabila pentru

tehnica autoradiografica. Acum, se folosesc primeri sau nucleotid trifosfati marcati

fluorescent a caror separare se realizeaza prin electroforeza In gel de acrilamida sau

prin electroforeza capilara. Marcarea fluorescenta ofera posibiIitatea combinarii

ainestecurilor de reactie urrnata de separarea electroforetica a ansamblului. Benzile

obtinute pot fi detectate independent In functie de reactivul cu care au fost marcate. 0

alternativa a metodei foloseste analogi dideoxi rnarcati fluorescent diferit care permit

realizarea tuturor reactiilor intr-o singura etapa (tub). Folosirea marcarii fluorescente si

evolutia interesanta a sistemelor de detectare si a programelor de interpretare a

rezultatelor a penn is automatizarea tehnicii si extinderea aplicatiilor acesteia. (Figura

2.]4). Astazi, pe langa secventializare, tehnica pennite analiza de fragmente

(genotipare) ~i identificare de rnutatii punctiforme la nivelul moleculelor ADN.
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Figura 2.13. Metoda Sanger: a) Principiul de sinteza a catenei complementare ~i modul de interventie
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 tncat

sinteza acestora s-a impus din ce In ce mai acut. Sinteza polimerilor nucleotidici ridica

aceleasi probleme ca si eea. a polipeptidelor. Este necesara: i) activarea gruparii care

este implicata In legatura, impiedicandu-le, In acelasi timp, pe celelalte sa reactioneze;

ii) fixarea nueleotidelor secventiale In ordinea determinata,

Strategia este asemanatoare eu cea de la polipeptide fiind preferata sinteza prin

"elongare In faza solida", care inlatura obstacolele eliminarii reactivilor neutilizati si

produsilor fiecarei etape. Catena ADN poate fi sintetizata secvential prin adaugarea de

monomeri activati la un lant III fonnare care este cuplat pe un suport solid. In cazul

metodei .Josforoamiditilor" 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

i~Cianoetil

gl1!p ;'CE
NC .-1

Figura 2.15. Protectia ~i acrivarea
nucleotide lor. in ucest procedeu fosforul
trivalent poarta: i) 0 grupare protonata reactiva
(fosforamidita) obtinuta printr-o legatura de tip
amid; ii) 0 grupare ester care blocheaza
gruparea OH (gruparea ~ CE); iii) hidroxilul
din pozitia 5' este protejat cu 0 grupare
(metoxitritril) aleasa datorita capacitatii sale de
clivare usoara in mediu acid (grup DMT).
Gruparile amino ale bazelor, susceptibile sa
reactioneze, sunt ~i ele protejate
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3.1. Etapele sintezei in faza solid§

Sinteza 'in faza 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 urmatoarele:

a) Nucleozidul n, care va constitui extremitatea 3', este fixat prin intermediul

unui brat de bilele unui suport solid (silice, rasina), Hidroxilul sau 5' este liber;

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

5' i-n mediu anhjdru, prin actiunea unui agent de cuplare (nucleu tetrazoliu), In aceasta

etapa atomul de fosfor din pozitia 3' a unitatii monomere se cupleaza cu atomul de

oxigen din pozitia 5' a lantului in crestere pentru a forma un fosfit triester. Gruparea 5'

OH a monomerului activat nu reactioneaza deoarece este cuplata cu gruparea

prote.ctoare dimetoxitritil (DMT). De asemenea, gruparea 3' fosforil este inactivata de

gruparea protectoare ~-cianoetil. In acelasi mod sunt blocate gruparile amino ale

bazelor purinice ~i pirimidinice. Reactia se realizeaza 'in mediu anhidru deoarece apa

reactioneaza cu fosforarniditii; jj) oxidare cu iod a gruparii fosfil triester (P WI)) 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.

c) Hidroxilul din 5' este eliberat prin acidifiere: catena este gata pentru

urmatorul ciclu. In aceasta etapa gruparea protectoare DMT este eliberata in mediu de

acid dicloracetic care elibereaza 5'OH si lasa celelalte grupari protectoare intacte. In

acest moment catena are 0 unitate monomera 'in plus si este gata pentru 0 noua reactie

(Figura 2. 16).

Procedeul este automatizat si poate produce lanturi de 150 baze necesitand 10

minute pentru fiecare ciclu. Sinteza ribopolinucleotidelor este mult mai delicata

datorita reactivitatii hidroxilului din pozitia 2': este dificila protectia eficienta tara a

altera posibilitatile de reactii ale gruparii 3'.

La sfarsitul sintezei se realizeaza un tratament cu amoniac pentru a elimina

toate gruparile protectoare si detasaza nucleotidele "curate" de pe suport. Sinteza in

faza solida reprezinta abordarea ideala atat pentru sinteza polipeptidelor cat si pentru a

polinucleotidelor. Toate reactiile au loc 'in acelasi recipient si reactia poate fi
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Figura 2.16. Sinteza In faza solida a catenelor unui polinucleotid prin metoda .fosforarniditilor"

coordonata In functie de cantitatile de reactivi introdusi. Produsii de reactie pot fi

purificati prin electroforeza In gel de poliacrilamida sau prin cromatografie lichida de

inalta rezolutie (HPLC High Performance Liquid Chromatography).
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CAPITOLUL III

STRUCTURA SECUNDARA ~I TERTIARA A ADN

Legaturile prezente In structura secundara si tertiara a acizilor nucleici sunt

comune cu cele din alte tipuri de polimeri biologici. Acestea sunt legaturi cu energie

scazuta, a carer multiplicitate determina aparitia unor forte destul de puternice pentru a

stabili si mentine coeziunea de ansamblu, In spatiu, si pentru a autoriza modificarile

plastice.

Cu toate acestea secventa covalenta a lanturilor polinucleotidice demonstreaza

diferente fundamentale fata de proteine. Acestea se traduc prin interactii particulare

intre cornpusi si cu mediul si stau la originea conformatiilor permise. Aceste diferente

yin: i) din structura scheletului polimer; ii) prin prezenta substituentilor laterali, bazele

azotate, care aduc In structura proprietatile lor originale: planuri apolare susceptibile

de stivuire (de suprapunere) si capabile sa realizeze imperecheri specifice prin

intermediul gruparilor lor polare.

1. Consecintele scheletului oza-fosfodiester

1.1. Posibilitatile de rotatie

Geometria ~i conformatia scheletului sunt dictate de posibilitatile de rotatie ale

componentelor In jurul legaturilor covalente succesive. Cel putin din punct de vedere

teoretic, acestea sunt mult mai numeroase decat cele care pot sa apara In inlantuirea

catenelor proteice in care legatura peptidica este plana si rigida si nu j~i gasesc

echivalent In structura acizilor nucleici. In consecinta, conformatiile posibile ale unui

polinucleotid, In ansamblul sau, sunt mult mai complexe dedit cele din proteine.

Aceasta afirmatie este sustinuta de informatiile structurale privind unghiurile de
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legatura si posibilitatile de rotatie (torsiune) cat si de interactiile sterice intre grupari si

cu moleculele din lanturile vecine.

Se poate realiza 0 analiza simplificata a fiecarei unitati mononucleotidice

(Figura 3.1), independent de vecinii sai, pentru a determina conformatiile probabile,

lnainte de includerea acesteia In lantul polinucleotidic. In acest mod se realizeaza

evaluarea tuturor interactiilor posibile. In cadrul unitatii mononucleotidice, sase dintre

legaturile scheletului (a, ~, y, D, E, s) ofera posibilitati de rotatie substituentilor lor

(Figura 3.1). Prin cea de a saptea legatura (X), baza participa la formarea legaturii

glicozidice. La acesti factori de conformatie se adauga izomeria conformational a a

ciclului furanozic al pentozei discutata In capitolul I.

In realitate, aceste posibilitati multiple de rotatie sunt supuse unor constrangeri

interne care limiteaza gradele de libertate de miscare, In unitatea mononucleotidica ~i

mai ales In polinucleotid, scheletul riboza-fosfat are 0 conforrnatie restrictiva, In urma

lnsumarii interferentelor sterice si functionale. Aceasta structura 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.

Figura 3. 1. TipuriJe de rotatii posibile in
structura unei mononucleotide
(dupa Biochemistry,Voet&Voet,1995)
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1.2. Natura polianionica a acizilor nucleici

Contrar scheletului proteic, polar dar cu sarcina total a neutra, cel al acizilor

nucleici este polianionic. Densitatea sa de sarcina negativa, foarte crescuta la pH

celular, are urmatoarele consecinte:

i) repulsii intre segmentele lantului care se opun compactarii acestuia. Din

aceasta cauza nu ne putem astepta la forme globulare, compacte.

Ii) 0 afinitate electrostatica crescuta pentru cationi minerali si organici. lonul

Mg2+ este un factor important pentru achizitionarea structurilor spatiale si stabilizarea

acestora (Figura 1.23). Ca urmare a acestei afinitati, peptidele si proteinele incarcate

pozitiv la pH fiziologic, se pot fixa pe scheletul acizilor nucleici.

2. Legatura de hidrogen

Pentru acizii nucleici, modul de fonnare a structurilor sub forma de eJice (helix)

este diferit de cel cunoscut pentru proteine datorita fortelor de repulsie si afinitatii

electrostatice crescute pre cum si a interactiilor dintre baze (pe care Ie vom disc uta 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 speciflca a bazelor

2.1.1. Regula lui Chargaff

Compozitia ADN a fost stabilita abia in anii 1940, la 70 de ani de la

descoperirea sa. Chargaff a stabilit compozitia ADN prin hidroliza si cromatografie si

a remarcat urmatoarele:

a) continutul in purine (A+G) este egal cu eel in pirimidine (C+ T), indiferent de

originea celulara a speciilor de ADN;

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

La ace a epoca nu a fost Inteleasa greutatea acestor observatii care au fost

numite mai tarziu "regula lui Chargaff". ARN nu prezinta aceste doua caracteristici.
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De retinut ca, 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 ~i Crick

La inceputul anilor 1950, James Watson a propus 0 explicatie pentru

stoechiometria Chargaff a bazelor, In urma realizarii unor machete moleculare:

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

prezinta 0 anum ita 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 cercetatori au definit ace~te imperecheri ca fiind de tip "Watson si

Crick" (Figura 3.2). Ele reprezinta asocierea specifica dintre: i) A si T (sau U) prin

doua legaturi de H; ii) G si C prin trei legaturi de H (0 asociere mult mai solida).

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

lungimea total a 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 fidela a informatiei In cazul replicarii sau transcriptiei, caracterul specific al

acestor imperecheri a determinat si mai determina un numar mare de studii. Principale

metode folosite sunt:

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

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

b) masurarea ellergiei de legatura;

c) determinari 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 sol venti neutri fata de legaturile de

hidrogen;
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d) masurarea directa a fortelor si a importantei atractiilor, Se confectioneaza

doua suprafete acoperite cu bazele de studiat. Una dintre acestea este legata la un

resort iar cealalta este apropiata controland distanta prin interferometrie optica

(precizie de 1110 din raza atomica), Masura fortelor care se exercita intre baze este

data de deformarea resortului respectiv.
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Figura 3.2. Imperecheri pirimidina-purina conform Watson ~i Crick
(fonnarea legaturilor de hidrogen)

Bilantul tipurilor de investigatii, trecute In revista mai sus, este rezumat In

urmatoarele concluzii:

a) Exi,stenta mai l'imlt6r lipuri de imperecheti diferite: In structura ADN

perechile A- T si C-G se imperecheaza dupa modelul Watson si Crick. Cu toate

acestea, perechea A- T co-cristalizeaza si In geometria denumita a lui Hoogsteen

(Figura 3.3.), care este diferita. Modalitatea de imperechere Hoogsten, descrisa in figura

3.3., se intalneste In fragmentele de triplu helix ADN sau In structura ARNt,

constituind factori de stabilizare a structurii tertiare.

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 tntre C ~i T;
c) imperechere de adenine in structura cristalului de 9-metil-adenina
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b) Evaluarea seleclivitatii atractiei bazelor: incepand din anii 1970, masuratorile

energiilor de legatura ~i ale constantelor de asociere au demonstrat preferinta

energetica 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 0

energie de legatura mult mai puternica ~i 0 constants de asociere de ISla I 000 ori mai

mare. Masura directa a fortelor de atractie confirma valorile energiei de legatura ~i

evidentiaza ca atractia A- T domina pe distanta scurta (10-20 nm) in timp ce la distante

mai mari bazele par sa se atraga indiferent de natura lor.

De retinut ca in situ, In structura polinucleotidelor, aceste caracteristici de

legatura nu sunt con stante fiind dependente de bazele vecine, deci de secventa primara,

c) ExpJicafia selectivitalii: este evident ca 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 0

geometrie complernentara adecvata care este dependents de formele tautomere pe care

Ie adopta 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 cornplemeritar,itati electroilice. intre A - T, si C - G, care pentru moment

nu este complet elucidata.

3. Ierarhia plierii ADN

Interactiile si conformatiile elementare pe care Ie-am descris sunt, asemeni

cazului proteinelor, dictate de structura primllra specifica a aci,>:ilor nucleici.

Compozitia si secventa bazelor vor determina replieri ale polimerului intr-o structura

spatiala globala. Atat pentru ADN cat ~i pentru ARN putem defini mai multe nivele de

organizare structurala.

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 dice; pe care Ie vom descrie in continuare. Fragmentele care se

imperecheaza apartin la doua catene diferite sau pot sa faca parte din aceeasi catena.
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Aceste elice (helixuri), formate prin stivuirea planurilor bazelor fata de 0 axa, Ie

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

neirnperecheate sau imperecheate diferit.

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

formeaza structuri arhitecturale In trei dimensiuni (structuri 3-D) care confera

macromoleculei conformatia sa globala. Aceste structuri vor fi analizate, pentru ADN,

In paragrafele urmatoare si pentru ARN in capitolul patru.

Nivelurile superioare de organizare, asocieri exceptionale de subunitati, pentru

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

vor fi descrise succint in capitolul cinci.

3.1. Structura spatial a a ADN

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

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

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

de rasucire la nivel secundar ~i tertiar,

3.1.1. Dublul helix - Modelul Watson ~i Crick

Anul 1953 are 0 importanta deosebita pentru biologie: descoperirea structurii

spatiale a ADN urma sa deschida calea cunoasterii mecanismelor ereditatii si ale

biosintezei proteice, primele mari realizari ale domeniului biologiei moleculare.

Utilizand ~i asambland toate cunostintele anterioare privind cornpozitia ADN,

tautomeria bazelor, modelele moleculare anterioare, spectrele de difractie cu raze X

(furnizate de M. Wilkins si R. Franklin), Watson ~i Crick au reusit, in acest an de

gratie, sa deduca modelul de organizare In dubla elice si sa demonstreze existenta

structurii denumita de atunci ADN B.

3.1.1.1. Rasucirea in dubla elice

Conformatia ADN Beste cea mai raspandita in natura ~i are urmatoarele

caracteristici responsabile de rasucirea In dubla elice:
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I) Este fermata din doua catene polideoxiribonucleotidice cu secvente simetrice

asociate prin imperecherea bazelor complementare. Sensul celor doua catene este

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

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

prin rasubirea obligatorie. In eiice, a unei catene In jurul celeilalte. Catenele nu pot fi

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

cateva caracteristici bine definite:

a) bazele sunt imperecheate ~i stivuite prin intennediul planurilor lor, care au

lungime egala, si constituie un cilindru central;

b) inlantuirile pentoza-fosfat polianionice formeaza scheletele elicoidale

paralele exterioare, planurile bazelor fiind aproape perpendiculare pe cele ale bazelor;

a)
~ '0

b)
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Figura 3. 4. Legaturi 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

c) marea axa a ansamblului este perpendiculara pe planul de stivuire a bazelor.

Aceasta structura monotona, de 0 remarcabila regularitate, se stabileste pe toata

lungimea unei molecule si li confera un caracter fibros. Ea este mentinuta prin doua

ansambluri de forte, discutate In capitolul precedent: legaturile de hidrogen, care se

formeaza intre bazele celor doua catene, ~i fortele de stivuire.
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3.1.1.2. Caraoterlstici Ie geometrice ale structurii 2-D de tip B

Structura In doua dimensiuni a acizilor nucleici prezinta urrnatoarele

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

deterrnina obtinerea unor structuri care constituie fiecare imaginea rasturnata a

celeilalte In oglinda, pentru ADN se impune modelul considerat conventional drept.

Acesta este dictat de geometria scheletului pentoza-fosfat; Ii) dimensiunile elicei

(helixului) sunt indicate in tabelul 2.7. Elicea contine, In medie, 10 perechi de baze pe

tura, 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

fiecarei perechi de baze si de atasarea lor covalenta di-simetrica pe schelet, se

formeaza doua fose (mare si mica) care au deschidere si profunzime diferita si care

altemeaza la nivelul flancurilor elicei, pe toata lungimea acesteia (Figura 3.5.).

Morfologia acestor fose sufera variatii locale, In functie de secventa de baze. De

exemplu, intr-o regiune bogata In A- T, fosa mica este mult mai ingusta decat In cazul

unei regiuni bogate In G-c.

d) confo,nnatiile pentozei si Icgaturii glicbzjdi~e In structura unitatilor

nucleotidice sunt caracteristice acestui tip de structura (TabeI3.1) .

Conformatia B, cea descrisa de Watson si Crick, este cea mai stabila In conditii

fiziologice si deci considerata drept forma nativa de referinta pentru ADN. Totusi,

flexibilitatea relativa a structurii Ii pennite acesteia sa adopte si alte conformatii

duplex, dintre care doua 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

Daca se concentraza 0 solutie de ADN In apa, moleculele incep sa treaca

reversibil intr-o conformatie diferita, care a fost numita A. ADN-A este tot 0 dubla

elice dreapta, dar eu 0 geometrie particulara:

i) aceasta este mult mai compacta; pentru acelasi numar de perechi de baze

lungimea sa total a este mai redusa iar diametrul este mai mare dedit 'in cazul ADN-B.

Ca urmare a acestei structuri bazele sunt mai putin accesibile;

75


