cAPiTOLUL II. ACIZII NUCLEICI

Studiile fundamentale (1868) ale lui F. Mischer au pus temelia chimiet nucleului celular.
Dinsul a extras nucleele celulelor din purotul tifoanelor chirurgicale utilizate st a demonstrat
ca in aceste nuclee se afla un compus ce contine fosfor, pe care I-a denumit nucleina.
S-a constatat cd aceasta e o nucleoproteidd. Drept izvor de nucleoproteide serveste
timusul. Aceastd glanda se utilizeaza ca materie experimentald pentru toate investigatiile
stiintifice. A fost nevoie de decenii de cercetari, pina cind mai multe generatii de savanti
au stabilit compozitia chimica a acizilor nucleici §i componentelor lor de baza.

STRUCTURA CHIMICA

Acizii nucleici sunt compusi macromoleculari, degradind hidrolitic in nucleotide si
nucleozide, dealtfel ei sunt polinucleotide, compusi dintr-un numar foarte mare de
mononucleotide. La hidroliza completa degradeaza si mononucleotidele, generind
baze azotate (purinice i pirimidinice), pentoze si1 acid fosforic in cantitati echimolare.

Bazele azotate pirimidinice sunt derivati ai pirimidinet, se Intilnesc in acizii nucleici.
De notat tret baze majore: uracilul, citozina si timina.
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Exista si unele baze minore pirimidinice ca: 5-metil-citozina si 5-hidoximetil-
citozina, metiluridina, tiouridina, pseudouridina.
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Acizii nucleici contin si baze purinice — adenina si guanina. Purina este derivatul
pirimidinei: molecula contine inele condensate ale pirimidinei si imidazolului.
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Se intilnesc in acizii nucleici i baze purinice minore ca: 2-metil-adenina, 6-metil-
adenina, I-metil-guanina, 7-metil-gunina §i inozina. Bazele minore se contin in circa
5% si difera mult de la o specie la alta.
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Bazele azotate prezinta fenomenul de tautomerie (structuri ce difera prin pozitia
unui atom de hidrogen sia unei duble legaturi): formele lactim sau lactam, ultimele mai
stabile, predomind in structura.
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Bazele azotate sunt slab solubile in apd; cele pirimidinice au o structura plana, cele
purinice — aproape plana, putin pliata. Bazele pirimidinice sunt mai stabile decit cele
purinice. Bazele azotate poseda maxima capacitate de absorbtie de ultraviolet (intre
260-280 nm), ceea cc permite determinarea cantitatii de acizinucleici(cu atit mai
mult ai componentelor- baze, nucleozide). Pentru identificare se utilizeaza si cromatografia
etc.

La o hidroliza menajata nucleotidele degradeaza in nucleozide si acid fosforic.
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Nucleozidul constituie N-nucleozide ale bazelor purinice sau pirimidinice, in care glucidul,
pentoza (riboza sau dezoxiriboza) cu atomul sau de C, formeaza legétura glicozidica cu
N, (pirimidina) sau N, (purina). Legitura glucozidica in nucleozidele naturale este f3.
Pentozele sunt prezente n forma furanozicd, formind legatura cu hidroxilul semiacetalic.

Distingem ribonucleozide si dezoxiribonucleozide. Nucleozidele sunt mai solubile in
apa decit bazele azotate, mai stabile in solutii alcaline gi usor se hidrolizeaza la incalzire in
mediul acid, producind baze libere si pentoze. In organism nucleozidele sunt hidrolizate
de nucleozidaze specifice. Denumirea nucleozidelor deriva de la bazele azotate prin
addugarea sufixelor: -ozina, pentru derivatii purinici $i -idina, pentru cei pirimidinici.
Adeninasi riboza rezultdin adenozina, respectiv: guanozina; aceiasi analogi —cu
dezoxiriboza; uridina, citidina, timina, cu dezoxiriboza, se numeste timidina, iar
compusul timinei din tRNA poarta denumirea de riboziltimina.

Din punct de vedere steric, nucleozidele pot avea doua conformatii: sin $1 anti. Forma
anti este caracteristica compusilor naturali, fiind ceruta de asezarea corectd a bazelor
complementare in structura dublu helicoidald a DNA. in forma Z conformatia sin
alterneaza cu anti.

Esterii fosforici ai nucleozidelor egaleaza cu nucleotidele la legaturile C 51 C, ale
pentozei. In dezoxiribonucleotide se manifestd numai aceste doui poz1t11 iar
ribonucleotidele se completeaza si cu pozitia C,. Modificind conditiile de hidroliza, se
pot obtine toate tipurile. Celulele in stare libera coopteaza, preponderent in pozitia 5',
grupa fosfat. Structural, pentoza sau dezoxipentoza ocupi o pozitie de legatura intre
fosfat si baze azotate.

Nomenclatorul nucleotidelor si nucleozidelor

BAZELE Purinice Pirimidinice
Adenina (A) | Guanina (G) | Citozina (C) | Uracilul (U)| Timina (T)
Nucleosidul 3 RNA| Adenozina | Guanozina | Citidina Uridina
ucleoziul I nNA| dAdenozina | dGuanozina | dCitidina Timidina
.1~ RNA| Adenilat Guanilat Citidilat Uridilat
Nucleotidul in: pyrl 4adenilat | dGuanilat | dCitidilat Timidilat
Nucleozid ADP GDP CDP UDP
difosfati dADP dGDP dCDP TDP
Nucleozid ATP GTP CTP UTP
trifosfati dATP dGTP dCTP TTP

Ambele mononucleotide reprezinta acizi deosebit de activi si se afla sub forma de 5'-
mono, di- sau trifosfati. Grupa fosfat 2 si 3 usor poate fi hidrolizati de enzime specifice,
fara scindarea altor legaturi.
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Rolul nucleotidelor

1. Element structural al acizilor nucleici.

2. ATP —purtatorul energiei chimice in celula, serveste la transferul grupelor fosfat
macroergice s1 prezinta cheia de legaturd intre procesele ce decurg cu eliminarea,
degajarea energiei siintre cele ce utilizeaza energia. ADP s1i AMP se formeaza in
rezultatul defosforilarii ATP, fosforilind pina la ATP in procesul respiratiet tisulare. Ciclul
ADP-ATP in celuld constituie sistemul principal de transfer al grupei fosforice.

3. Aciziinucleici 1au parte la transferul unor blocuri de constructie (acidul acetic,
glucoza, cholina), transformindu-le in substante biologice active —uridinddifosfatglucoza,
citinddifosfatcholina etc.

4. Servesc ca precurseri macroergici ai unitatilor mononucleotidice la sinteza
fermentativa a DNA si RNA, cedind grupa pirofosfat, se transforma in resturi de
nucleozidmonofosfat— baza structurala a lantului polinucleotidic.

5. Unele mononucleotide primordiale contin gi alti compust - nicotinamida in nicotin-
amidmononucleotid, precursorul NAD, vit. B, in flavinmononucleotid si FAD.

6.in organisme sunt prezente 2 feluri de ester fosforici ai nucleotidelor (AMP, ADP,
ATP), inalte cazuri fosfatul leaga 2 atomi de O, ai pentozei in cadrul acelu1asl nucleotid,
formindu-se nucleotide ciclice - 2',3's1 3',5".
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Produsul 2',3' rezulta ca intermediar la degradarea ribonucleotidelor, pe cind AMPc
3',5"este un ribonucleotid natural, ce poseda proprietati unice §i o activitate biologica
deosebita, reglind metabolismul ca mesager al efectului hormonal.

DNA. Structura primara. Polinucleotidele sunt realizate prin stabilirea legaturilor
covalente intre nucleotidele ce se succed in lant. Gruparea 3'-hidroxil a unui nucleotid
este legatéd de gruparea 5'-hidroxil a mononucleotidului urmator prin legatura fosfo-
diestericd. Atit DNA, citsi RNA au proprietati comune chimice i fizice —sunt greu
solubile in solutii acide, darusor se extrag din tesut cu ajutorul solutiilor de saruri neutre
si fenol.
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Bazele azotate sunt responsabile de informatia genetica, pe cind grupele glucidi-
ce si fosfatul au o functie structurald. DNA — conceptul actual structural s-a format prin
anii 1950. Moleculele de DNA din celulele tuturor speciilor sunt compuse din 4
mononucleotide AAMP, dGMP, dCMP si TMP, legate intr-o secventa variatd cu puntile
3',5'-fosfodiesterice. Dar raportul si succesiunea nucleotidelor, greutatea moleculara a
DNA din diferite organisme vor fi diferite. Se inregistreaza si o cantitate nu prea mare de
derivati metilati ai bazelor .

DNA e un polimer cu o catend extrem de mare —zeci de mii de unitdti monomere.
Lantul poate fi reprezentat schematic in felul urmator: pentru baze servesc simbolurile:
A,G,C,T; liniile verticale corespund pentozelor, iar linia diagonala cu simbolul P reprezinta
legatura fosfodiesterica —ea leagd capétul unei linii verticale cu mijlocul celeilalte.
Locusul legarii corespunde 3'-OH si 5'-OH.

cloololok.

Lantul are o directie sio polaritate specificd — capetele 5'-OH si 3'-OH care nu
sunt angajate intr-o legaturd internucleotidica. S-a convenit ca structura unei
catene polinucleotidice va fi indicatia stricta de la capatul 5' spre stinga, iar cel 3' —spre
dreapta. Directia ' —= 3.

Pina la mijlocul secolului trecut enigma DNA nu era descoperita, pe cind istoria
DNA incepe cu F. Mischer. In 1944, O.Colin, C.McLeod si M.McCarty au demon-
strat ca aciziinucleici de tipul dezoxi sunt factorul determinant in transformarile extractului
de pneumococi III — formele nevirulente se transformau in virulente, la adaugarea
DNA extrase din formele virulente ale pneumococilor. Proprietatile virulente se transmit
prin ereditate.

Cu ajutorul izotopilor radioactivi, Alfred Hershey si Martha Chase au demonstrat
ca informatia genetica pentru replicarca virusului T, in celulele Escherichia coli e
transmisa nu de componenta proteica, dar de DNA. S-a constatat ca anume DNA cste
componenta cromozomilor, purtdtoarea informatiei genetice in celulele vii.

Un merit major la descoperirea tainelor structuriit DNA 11 apartine lui Erwin Chargaff,
care, la sfirgitul anilor 40 al secolului trecut, a ajuns la urmatoarele concluzii:

1. Preparatele de DNA obtinute din tesuturile aceleiasi specii de organisme au
componenta nucleotidica identica.

2. Componenta nucleotidica a DNA e diferita la diferite specii.

3. Componenta nucleotidicd a DNA la aceeasi specie nu se modifica cu virsta, nu
depinde de alimentare si de influenta mediului ambiant.

4. Numarul resturilor de adenina in orice DNA, indiferent de specie, este egal cu cel
altiminei A=T; G=C. Din acestraportrezultici A+G=T+C.

Acesterelatin au facilitat ntelegerea codificarii informatiei genetice in DNA si transmiterii
de la o generatie la alta. Secventa mononucleotidelor in lantul polinucleotidic al
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DNA reprezinta structura sa primara, structura covalentd. Aceastd structurd e
stabilizata de legaturile fosfodiesterice.

Structura secundari. In 1953, J Watson si F.Crick au depistat structura
tridimensionalda DNA si au propus mecanismul posibil al replicatiei —un fenomen
exceptional in istoria biologiei, ce a deschis calea conceptului functionarii genei la
nivel molecular. Ei au analizat tabloul difractiei razelor X, efectuate pe cristale de DNA
de catre R.Franklin 1 M. Wilkins, au propus modelul structural, care in linii generale e
justificat i constd in urmatoarele caracteristici:

1. Doua lanturi polidezoxiribonucleotidice se rasucesc helicoidal in jurul unei axe
comune. Lanturile au sens opus, sunt antiparalele, formind o dubla elice cu orientare
spre dreapta (fig.2.1).

2. Bazele azotate, hidrofobe sunt orientate spre interior si perpendicular pe axa
elicel, inelele glucidice, legate prin resturi fosfat, constituie scheletul extern al dublului
helix §1 sunt orientate aproape sub un unghi drept fata de baze. Toate gruparile fosfat
la pH =7 sunt ionizate si incarcate negativ (fig. 2.2).

3. Cilindrul ce incadreaza dublul helix are un diametru de 20A, distanta intre bazele
azotate invecinate e de 3,4 A, iar pozitia uneia fati de alta este de 36 grade. Structura se
repetd dupa 10 nucleotide, avind o perioada de identitate (pasul) de 34A (3,4nm) (fig.
23

Figura 2.1. Spirala de DNA, Figura 2.2. Modelul spiralei  Figura 2.3. Modelul schematic al
potrivit axei spiralei duble de DNA — bazele ocupd  dublului helix de DNA. Structura se

interiorul, iar S{rhefffui gﬁ“";"ﬂj repeti dupi 36 A, ce corespunde la 10
- »
Sosforic— exteriorul cilindrului resturi in fiecare cateni
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4. Stabilitatea dublului helix e asigurata de
interactiunile hidrofobe intre bazele azotate, precum
si de legaturile de hidrogen ce se stabilesc intre
bazele azotate de pe o catend si cele complemen-
tare de pe cealaltd. Dublul helix este de tip plecto-
nemical — (adica transversal n acelasi plan), i nu
paranemical (adica longitudinal). Legaturile de
hidrogen determina primordial imperecherea spe-
cifica a bazelor.

5. In sectiune, dublul helix are trei straturi:

a) unul intern, cu bazele nucleice;

b) unul mijlociu— glucidic — cu planurile dispu-
se radiar;

¢) altul periferic — resturi de acid fosforic;

d) cele doua catene delimiteaza pe suprafata
moleculei 2 caneluri: mare §i mic (fig. 2.4.).

6. Nu exista limitari in succesiunea bazelor azo-
tate din lantul polinucleotidic; 0 anumita secven-
ta determina o informatie genetica concreta.

O proprietate primordiala a dublului helix
e impachetarea specifica a bazelor azotate.

Figura 2.4, Modelul spatial al dublului
helix de DNA. Se vid cele 2 caneluri -
mare (a) §i mic (b)
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Structura unui fragment din dublul helix de DNA
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Reiesind din limitarile sterice §i din capacitatea de a forma legatura de hidrogen, se
postuleaza ca adenina se imperecheaza numai cu timina, guanina cu citozina. Acest
spatiu poate fi ocupat numai de perechea purin-pirimidinica: pentru 2 purine e mic,
pentru 2 pirimidine — e mare si nu pot forma legaturi de hidrogen. impachetarea depin-
de si de regulile de formare a legaturii de hidrogen. Hidrogenul ocupa o anumita
pozitie in baze. Adenina nu se poate imperechea cu citozina, la fel cum guanina nu se
poate imperechea cu timina, fiindeain locul unei legaturi s-ar gasi doi atomi de hidro-
gen, 1ar in alt loc —nici unul.

Adenina formeaza cu timina doua legaturi de hidrogen, pe cind guanina cu citozina—
trei. Orientarea acestor legaturi si depértarea dintre ele e optima pentru o interactiune
puternica intre baze.

E de mentionat ca cele doud catene antiparalele ale dublului helix de DNA nu
sunt identice nici dupa succesiunea bazelor, nici dupa componenta lor. Ele sunt
numai complementare una fata de alta. Una contine adenina, cealalta neaparat
timina; guaninei ii corespunde citozina.

Investigatiile efectuate 1a doua Universitati din Cambridge au confirmat cas-a sintetizat,
cristalizat si descifrat structura a doua fragmente de DNA deosebite. In mijlocul lor
se afla o secventd, in care catena contine multe A, iar cea complementara — T. E curios
faptul ca aceastd DNA are proprietati uimitoare —e rezistentd la actiunea factorilor
externi. Care-i cauza? Aceeasi o -elice de dreapta, in care A si T in fiecare pereche
sunt dispuse una fatd de alta aidoma elicelor la elicopter, adica nu sunt in acelasi plan.
Efectul este neordinar: 1) e mai ingust canelul spiralei; 2) NH, a A ocupa o pozitie de
mijloc intre O,a doua T invecinate, formind legaturi de hi drogen in plus cu T din lant —
o legatura verticald ce jonctioneaza longitudinal stivele de baze azotate. Rezulta o
rezistentd mai mare la factorii nocivi ai mediului. Astfel, legaturile sunt proprii i proteinelor,
dar in DNA s-au stabilit pentru prima data.

In dependenti de cantitatea de apd si forta ionicd a mediului, configuratia dublului
helix al DNA se poate modifica. Este elocventi prezenta citorva forme de DNA.
Forma B — spirala clasica a lui Watson si Crick — contine 10 resturi, ca perioada de
identitate e de dreapta si planul bazelor e perpendicular pe axa spiralei. Forma A4 -
pasul — e compus din 11 resturi si planul deviaza aproximativ cu 20 grade fatd de
perpendiculara de pe axa spiralei. Se formeazi la dehidratarea formeibeta. Daca A
indeplineste rolul de matrice in transcriptie, apoi B —rolul de matrice la replicarea DNA
(ambele sunt in confomatia anti). Forma Z e rasucita spre stinga, contine 12 resturi la
pas (fig. 2.5).

Dublul helix are o rezistentd deosebitd, concordatd cu rolul de purtator al
informatiei genetice. Nu este o structura rigida, fixata pe toata lungimea ei. Ea este
supusd permanent unor deformatii interne, ce oscileaza de la o parte a moleculei la alta,
adica poseda un anumit dinamism. Acestor devieri le e caracteristica dependenta de
anturajul extern al moleculei de DNA.

Structura tertiard. In procesul de izolare a DNA s-a stabilit ¢ii in unele segmente
dublul helix poate fi impachetat intr-o structura tridimensionala — superhelix sau
forma deschisa - inelard, ce presupune integritatea catenei, dar nu forma geometrica.
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Forma negativa superspiralizati
de DNA

ADP:
)| DNA-giraza
ATP

Forma relaxata de DNA

DNA-giraza

-

Forma pozitiva superspiralizata de DNA

Figura 2.6. Superspiralizarea DNA sub
acfiunea DNA-girazei

Figura 2.5. Compararea formelor A,B s5i Z de
DNA. Structurile se deosebesc dupd pasul
spiralei si orientarea perechilor de haze Xﬁ'
de axa (20°,6°,7"), diametrul (26A, 20A,
18‘%; distanta dintre bazele azotate invecinate
(2,64; 3,4A; 3,7,

a)

b)

Figura 2.7. Lk numdar. In pozitia (a) este
egal cu 1, iarin (b) =6
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Unele molecule ale DNA sunt liniare, altele, la virusuri,
se pot transforma in inelare, capatind o proprietate
noud. Forma inelara, fara spire, e denumita relaxata.
Pentru transformarea ei in spirald e nevoie de energie.
Se considera ca energia unei DNA spiralate e
proportionald cu pétratul numarului de spire in helix
D\irelaxar& (ﬁg 26)

b= Superspiralizarea denota functii biologice: 1)
impachetarea DNA intr-o forma mai compacta decit
cearelaxatd; 2) determina gradul de desfacere a du-
blului helix §i interactiunea cu alte molecule.
Superspiralizarea negativa favorizeaza desfacerea
helixului. Aproape toate formele inelare din natura sunt

negativ superspiralizate.
Pleact? By 28 O caracteri st?c_ﬁ c_sen‘gialé a DNA inelar eﬁ‘Fe
Figura 2.7a. Superspirala numarul de rasuciri, adica de cite ori un lant 1l va intretdia
negativa §i pozitivi pe altul, daca se vor proiecta pe acelasi plan (fig.2.7).

Acest numar (Lk- linking number) trebuie sa fie intreg,
e o caracteristica tipologicd si poate varia, dacd intr-un lant sau in ambele se fac
rupturi. S-au izolat enzime ce au atare functie.Densitatea superhelicala (o) reprezinta
relatia dintre diferenta numarului de
spiraliziri (ALK) fata de numarul de spire \&* ;‘:" :«f&
prezente in DNA relaxata (Lko) o=ALk/ DNA dublul helix

Lko. Semnul negativ al densitatii . (
superhelicale indica superspiralizarea s \ et
negativd a DNA —underwound, iar 6 i TR

pozitiv— superspiralizarea pozitiva — §Q \
overwound ( fig2.7.a) ;
O particularitate distinctiva a mole-

; St WK
DNA partial denaturatd

culei de DNA naturale e lungimea ei — e r—
lantul DNA al omului constituie aproxi- ¥ & \ 3
mativ 2 m; organismul dispune de apro- LS B

ximativ 10" celule. Lungimea tuturor ol i B
DNA ale omului este de 2x10' km. Disccictesy  }Asodeica
Comparim cu distanta pind la Soare — i L el
1,44x10% km 1 perimetrul Pamintului
4x10* km. Unitatea de lungime egala cu
1000 perechi sau nucleotide este o kilo-
baza (aproximativ are 0 masa moleculard
egala cu 660 kDa si o lungime de 3,4

¥

mlcm) Separarea completd a catenelor
Tncélzind solutia de DNA, adﬁugi\nd Figura 2.7b. Denaturarea reversibili si
acid sau baza, putem disocia catenele renavurarea DNA
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de DNA. La o
anumitad tempera-
turd are loc procesul
de desfacere a
dublului helix -
denaturarea lui.
Degradareca unei
Jumatati de structurad
spiralica are loc la
temperatura de
topire. Dublul helix
€ o structura cu un
grad mare de coo-
perativitate. Temperatura de topire depinde de compo-
nenta nucleotidica. Moleculele bogateinCsi G au o
temperatura mai inaltd decit cele innobilate cu A s1 T. Daca
temperatura e mai joasa decit cea de topire, lanturile de
DNA reasociaza cu formarea dublului helix, producindu-
se regenerarea — renaturarea (fig 2.7.b).

Aproape tot DNA 1in celula eucariotelor se afla in
cromatina nucleului, care formeaza cromozomi inaintea
mitozei. Cromatina contine DNA (35%), RNA (5%),
proteine specifice (60%). DNA in cromatina este legat de
proteine-histone, care impacheteaza compact DNA si
formeaza unitati structurale — nucleozomi. Ele sunt sta-
bilizate de forte electrostatice. Nucleozomiiau o struc-
turd asemenatoare formei discului.

DNA “Incoliceste” histonele. Intre nucleozomi se situ-
eaza DNA de legatura (linker) (fig. 2.8.). Nucleozomii
ocupa o anumita pozitie in spatiu. Modelul impachetarii
DNA innucleozomi, cromatini, cromatide — cromozomi
mitotici este redat in fig. 2.8.a.

Impachetarea DNA cu proteinele in spatiu reprezinta
structura sa cuaternara. Un rol deosebit il au hertonele
— proteine nehistonice. Diametrul unei superspirale de
DNA e egal inmedie cu 90 A — intr-o spiri sunt localiza-
te 80 de perechi de baze — pasul ei.

Cristalografia cu raze Roentgen a constatat ca buclele
pe care se incolaceste DNA reprezintd octameri, fiecare
fiind constituit din 8 molecule proteice a cite 2H ikl
H,A s1H,B (fig 2.8.b). Octamerul este infagurat de DNA
(dublul helix) cu lungimea de 146 nucleotide —
ucleozomul, ce recent s-a confirmat, cu ajutorul

Figura 2.8. Nucleozomul cu
DNA linker si histonele H,
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Figura 2.8a. Modelul
inpachetdrii DNA in
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Figura 2.9. Polinucleozomii constituind
un solenoid cu diametrul de 30 nm

H2B H4
(a)
Figura 2.8b. Reprezentarea spatiala a proteinelor in nucleozom

nucleazelor. In cromatina eucariotelor polinucleozomii formeaza un superhelix, dispunin-
du-se dupd un solenoid cu un pas de 10 nm si diametrul de 30 nm (fig. 2.9.).
Molecula H, de histone este atagata de partea exterioara a catenei de DNA si de ambele
capete ale DNA de legdtura. S-a stabilit ca proteinele ce formeaza octamerul
nucleozomului nu se deosebesc mult la diferite specii —nu exista o diferenta
esentiald a succesiunii aminoacizilor, ceea ce confirma ca nu doar impachetarea
DNA constituie functia acestor proteine. In caz contrar, n-ar fi fost nevoie de apistra
timp de milioane de ani consecutivitatea aminoacizilor, fiindca orice proteina cu un
continut mare de aminoacizi pozitivi, ar determina impachetarea DNA incarcat negativ.
In alte capitole vom examina rolul acestor histone in reglarea genelor.

J.Watson F.Crick
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STRUCTURA RNA

Acizii ribonucleici sunt produsi macromoleculari, fiind rezultantiai policondensarii
ribonucleotidelor. Nucleotidele se racordeaza prin fosfat diesteric 3'5'. Numarul de
nucleotide variaza de la 75 - la multe mii. Structura covalentd a RNA se deosebeste de
DNA prin urmatoarele:

1. Restul de zahar e riboza, dar nu dezoxiriboza.

2. Una din bazele azotate in RNA e uracilul si nu timina care formeaza o pereche cu
adenina. De rind cu aceste baze majore, RNA mai contine baze “minore”, rezultind din
metilarea, tiolarea celor majore.

3. Molecula de RNA este monocatenara (cu exceptia virusilor). De aceea, compozi-
tia nucleotidica nu se supune legitatii complementare — continutul de adenind nu e egal
cual uracilului sial guaninei cu citozina, adica structura dubla catenara complementara
pentru RNA este exclusa. Se evidentiaza insd unele portiuni, unde complementaritatea
bazelor permite organizarea in structuri duble helicoidale. Portiunile de baze
necomplementare sunt expulzate in forme de bucle in afara zonelor de dublu helix.
Impachetarea bazelor nu e perfecta, unele dintre ele nefiind complementare. Cota dublului
helix in diferite RNA variaza mult, atingind 50%. Cantitatea de RNA, spre deosebire de
ceade DNA, variaza de la o celula la alta g1 chiar in cadrul aceleiasi celule, in functie de
intensitatea proceselor metabolice.

Deosebim 3 tipuri de RNA:

RNA mesager (mRNA) (informational, matriceal) — fiecarei gene 1ii corespunde
molecula sade mRNA, de aceea acest tip de RNA este foarte heterogen. Conceptul de
mRNA a fost postulat de F.Jacob si J.Monod in 1961. Studiind reglarea sintezei
proteinelor la E.coli, auajuns la concluzia prezentei unui mesager structural de durata
scurta ce transmite mesajul genetic din nucleu in citoplasma si are urmétoarea caracteristica:

1. acest intermediar trebuie sa fie polinucleotid;

2. componenta nucleotidica trebuie sa corespunda celei din DNA ce o codifica;

3. este foarte heterogen dupa lungime. Savantii nominalizati au presupus ca trei
nucleotide codificd un aminoacid si au constatat ca masa mesagerului nu ¢ mai mare de
500 kDa;

4. e asociat temporar cu ribozomii — loc de sinteza a proteinelor;

5. se sintetizeaza si degradeaza foarte rapid.

Savantii au demonstrat experimental cele argumentate si, ca rezultat, au mai conclu-
zionat: ribozomii sunt structuri nespecializate ce sintetizeaza in anumit moment acea
proteind care este codificatd de mRNA si se afla in ribozomi.

Folosind metoda hibridizarii propusa de Sol Spiegelman (1961), s-a constatat ca
secventa bazelor in mRNA e complementara secventei din DNA matriceal.

Lungimea catenei de mRNA e dependenti de lantul polipeptidic ce implica sintetizarea.
mRNA poate sa mai contind secvente neinformative la capatul 5' terminal de diferita
lungime (lider). Dacd mRNA conduce un singur mesaj, e numitd monogena, dacd mai
multe — poligena. Ea poate contine regiuni intergene netranslabile denumite “linker”.
Timpul de supravietuire e variabil (minute - ore). Nucleazele reprezinta enzimele ce
degradeaza acizii nucleici.
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RNA de transfer (tRNA) reprezintd 10-20% din RNA celular, fiind molecule mici
(70-90 nucleotide) cu o masa moleculari de circa 30.000 Da. In structura primara, pe
linga cele 4 nucleotide majore (A,G,C,U), se mai intilnesc pseudouridina, A,G,C metilate.
Pseudouridina (vezi mai sus) -C-1 al ribozei este legata in pozitia 5 (CS) a uracilului (nu
¢ legatura N-glicozidicd, ci C-C). Sunt prezente dihidrouridina, inozina— nucleozidul
ribozei si al hipoxantinei.

N
@fﬂm \
HOH,C o N/‘ HOH,C o N/%

HO OH HO OH

Inozina Dihidrouridina

Moleculele de tRNA reprezintd o conformatie aidoma “foii de trifoi”, unde mai mult
de 1/2 din baze sunt complementare. Toate moleculele de tRNA poseda particularitati
structurale comune, fiindcd toate interactioneaza in acelasi mod cu mRNA si ribozomii
cu enzimele ce catalizeaza activarea aminoacizilor si formarea legaturilor peptidice (fig.

2.10.)
Caracteristica tRNA:
1. Sunt monocatenare cu un humar mic
de ribonucleotide. (-:()H-S'l
) : . apatu
2. Contin baze minore (metilate) — B

metilarea impiedica impachetarea unor baze

capabile de alte interactiuni, modifica -5'p
capacitatea hidrofoba a unor segmente de
RNA.

3. Posedda 4 zone de perechi comple-
mentare §1 3 necomplementare, expulzate in
forma de bucle:

a) capatul 5' terminal are rest guanilic
fosforilat;

b) capatul 3' terminal - secventa
nucleotida CCA. Aminoacidul activat se
leaga de 3'-OH al adenozinei;

¢) la capétul buclei inferioare se afla
portiunea anticodon compusa din 7 baze - 5 -
Pir - Pir- X - Y - Z, purina modificatd, bazi B Euaieain
variabila. Tripletul (XY Z) e complcmentar Figura ?.1_0: Structura tRNA ala cu secventa

; i ; nucleotidici
secventel nucleotidice din mRNA;

Bucla TyC
Bucla dihidroU :

 Bucla
aditionala
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Bucla TyC Bucla aminoacidica

S/ T2 e
Capitul 3'

- Bucla
ITHERL TG fanticodon

Fi.g!n'a 2_-1’ a. Fotografia -“{"W“{"{‘: Figura 2.11b. fmaginea schematicd a structurii
tridimensionale a tRNA Phe din drojdii tridimensionale a tRNA Phe din drojdii

d) secventele normale din bucla TWC riboziltimidilat asigura legarea In ribozom a
complexului AA - tRNA sintetazic curRNA;

e) secventa de nucleotide din bucla dihidrouridinica recunoaste o anumita secventa
din rRNA ce se leaga cu AA tRNA sintetaza.

Studiile cristalografice au stabilit structura tridimensionala a tRNA (fig.2.11.asib).

1. Are forma de L.

2. Molecula include 2 segmente de dublu helix situate perpendicular — fiecare
helix are circa 10 perechi de baze.

3. Majoritatea bazelor formeaza in afara spiralei legaturi de hidrogen deosebite.
Interactiuni tertiare apar intre baze necomplementare (A-A, C-G, A-C). Resturile
ribozofosfat pot interactiona cu baze si intre ele (2-OH pentoza). Multe baze sunt
aranjate 1n stive.Aceasta interactiune hidrofoba determina arhitectonica moleculara.

Virusii segrega RNA mono sau bicatenar in molecule native impachetate in membrana
proteica (specificitate).

FRNA (RNA ribozomal) sunt macromolecule flexibile si deformabile, contin mai
putine baze metilate decit tRNA; zonele duble catenare sunt intrerupte de zone
monocatenare, extrem de heterogene dupa forma si marime. In functie de constanta de
sedimentare distingem mai multe tipuri. Fiecare tip are structura sa tridimensionald. Din
totalul de RNA celular rRNA 1i revine aproximativ 75%. rRNA se leaga cu diverse
proteine, constituind o particuld ribonucleoproteica denumita ribozom, care este atasat
reticulului endoplasmatic (fig. 2.12).

Ribozomii pot disocia reversibil in 2 subunitati SOS i 30S la procariote (A) si 60S-
40S la eucariote (B). Subunitatea mare integreaza rRNA 23S, 58S si 34 tipuri de
proteine .34 (large-mare). Subunitatea mica - rRNA - 168 si 21 proteine S21 (small-
micd). La eucariote — respectiv, vezi fig.2.12.
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Figura 2.12. Structura ribozomului la procariote (A) si la eucariote (B)

In 1987 a fost elaboratd harta situdrii celor 21 proteine in subunitatea 30S la
E.coli. Modelul tridimensional al proteinelor e practic canonizat si ¢ inclus in manualele
contemporane de biochimie. Utilizarea metodei bombardarii cu tritiu (planigrafii cu
tritiu) a permis stabilirea perfectd a proteinelor expuse la suprafata subunitatii ribozomale
s1celor din interior. S-a constatat ca suprafetele de contact ale subunitatilor la asociere in
ribozomul integru nu au proteina, adica subunitatile interactioneaza numai cu RNA-ul lor.
Studiile mai recente (1996) au confirmat conturul subunitatii 30 S in corespundere cu
ultimele date ale microscopiei crioelectronice, ceea ce a permis corectarea hartii
tridimensionale a interpozitiei proteinelor in aceasta subunitate.

Pe suprafata fiecdrui ribozom se profileaza 2 situsuri: situsul aminoacidic (A) si
situsul peptidilic (P). Experientele efectuate de Masayasu Nomura, prin metoda asamblarii
subunitatii mici, au demonstrat ca:

1) Toatd informatia necesara pentru asamblare se contine in componentele ei structurale.

2) Pentru asamblare nu sunt necesari factorii neribozomali.
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