Structura si metabolismul macromoleculelor
informaftionale

12. Xll. 2024

Metabolismul ADN-ulul




Experimente ce indica localizarea si natura

materialului genetic

1. Experimentele lui Hammerling (1930) — de
monstreaza ca informatia genetica necesara fu

nctionarii intregii celule a algei unicelulare Acet
abulata este stocata in nucleul acesteia
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2. Experimentele de transplantare a nucleului —
nucleul unuei celule contine informatia necesara

dezvoltarii si functionarii tuturol celulelor unui
organism.
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Experimente ce indica localizarea si natura
materialului genetic

3. Experimentele lui Griffith (anii 1930) — demonstreaza ca informatia genetica
poate fi transferata de la o celula la alta Tn mod natural printr-un proces numit
transformare.
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Experimente ce indica localizarea si natura
materialului genetic

4. Experimentele lui Avery si Hershey-Chase (1944) — demonstreaza ca informatia genetica este
codificata de moleculele de ADN. ADN-ul marcat cu 2P

Proteinele marcate cu 3°S \2?
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Structura chimica ADN-ului

- in 1869 Friedrich Miescher izoleaza din nuclei o substanta alba pe
care o denumeste nucleina. Datorita caracterului usor acid capata
mai apoi denumirea de acid nucleic.

- functia si structura acestei substante ramane necunoscuta pana
in jurul anilor 1920.

Acizii nucleici sunt polimeri rezultati in urma legarii prin
legaturi fosfodiesterice unui numar mare de nucleotide.
Functie de tipul de nucleotide, acizii nucleici se clasifica in:
- acid ribonucleic (ARN) — contine in structura sa riboza

- acid dezoxiribonucleic (ADN) - contine in structura sa
deoxiriboza

O nucleotida este alcatuita din T
.un glucid cu 5 atomi de C (riboza sau deoxiriboza) in forma Ho_ G _N
furanozica; r'|"I T ﬁ

.0 grupare fosfat (PO,) legata de atomul C 5 al glucidului; B g P e e
.baza azotata legata de atomul C 1 al glucidului; o : !
BazéA azotata se Ieagé printr-o Iegé}tuvré incozi_dicé de pentoza . Adenina Guanina
formand un nucleozid. O nucleotida se defineste astfel ca .

fiind un ester fosforic al nucleozidului corespunzator. Purine

2‘-dezoxi-B-D-r|bofu ranoza B-D-ribofuranoza
(ADN) (ARN)

Grupa fosfat

In acizii nucleici se intalnesc doua tipuri  (Po,
de baze azotate:

.purinice - doua heterocicluri cu N:
Adenina (A) si Guanina (G) in ADN si
ARN

.pirimidinice — un heterociclu cu N: Citozina
Citozina (C) si Timina (T) in ADN si C si
Uracil (U) in ARN

Uracil Timina
(doar in ARN) (doar in ADN)

Pirimidine




Structura chimica a principalelor nucleotide

H H

Deoxythymi dylate
(deaxyadencsine (deoxyguanosine (deoxythymidine
5’-monophosphate) 5’-monophosphate) 5'-monophosphate)

Symbols: A, dA, dAMP G, dG, dGMP T, dT, dTMP
Deaxyguancsine Deoxythymidine

(@ Deoxiribonucleotide

I:‘I> "

OPOCH; OPO-CH;O o0—
k l?l H

Nucleotide: Adenylate(adenosine Guanylate (guanosine Uridylate (uridine
5'-maonophosphate) 5'-monophosphate) 5 -monophosphate)

A, AMP G, GMP U, UMP
Uridine

Nucleotide: Deoxyadenylate Deaxyguanylate

Nucleoside: Deaxyadenosine

(o)

Symbols:
Nucleoside: Adencsine Guancsine

(b) Ribonucleotide

D eaotidne Nucleotid

5’-monophosphate)
¢, dc, dcmp  Simbol
Deaxyoytidine Nucleozid

NH,

)

Cytidylate (cytidine  Nucleotid
5’-manophosphate)

C, CMP Simbol
Cytidne  Nycleozid




Structura primara a ADN-ulul

Intre gruparea -PO, de pe carbonul 5 (pozitia 5) al unei nucleotide si gruparea -OH de pe
carbonul 3 (pozitia 3') al altei nucleotide se poate elimina o molecula de apa cu formarea
unei legaturi fosfodiesterice (-O-P-O-). Se pot astfel forma astfel catene lungi de
nucleotide al caror schelet are structura:

Base

Nucleotidal  Nucleotida 2 Nucleotida n CH

Aproape toate moleculele de ADN au doua capete diferite: (

- capatul 3' cu o grupare -OH libera . . .
- capatul 5' cu o grupa -PO, libera. Ce molecule de ADN nu respecta aceasta regula?

2
O
-
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Prin conventie, secventa de nucleotide a ADN-ul se noteaza in directia 5' — 3'

Secventa de nucleotide GTCCAT se refera la o catena cu structura:
5'PO,-G-PO,-T-PO,-C-PO,-C-PO,-A-PO,-T-OH 3’
Sinu la

5' PO,-T-PO,-A-PO,-C-PO,-C-PO,-T-PO,-G-OH 3' care este 0 molecula
diferits




Compozitia in baze azotate a ADN-ului

Analiza lui Chargaff privind compozitia in baze azotate a ADN-ului

Procente molare
Organism A T G

Escherichia coli tulpina K12 26.0 239 249
Mycobacterium tuberculosis 15.1 14.6 34.9

Drojdia de bere 31.3 32.9 18.7
Hering 27.8 27.5 22.2
Sobolan 28.6 284 21.4
Om 30.9 29.4 19.9

Date din E. Chargaff and J. Davidson (editori), The Nucleic Acids, 1955, Academic Press, New York, NY.

Regulile lui Chargaff:
Intr-o molecula de ADN au loc Tntotdeauna

urmatoarele relatii:
.proportia de A este intodeauna egala cu cea de T, iar ‘
ceade G cuceade C oy

A

A=T; G=C iy

N Methyladenine B Methyloytosne

.proportia de baze azotate purinice este intotdeauna QR o o

egala cu cea de baze pirimidinice Sy o
A+G:T+C N Methylpaanine ‘:"M)-'th.-ky\u-
ADN

De ce procentele nu sunt perfect
egale?




Structura tridimensionala a ADN-ulul

-Analizand modul in care razele X sunt difractate de o fibra cristalizata de ADN,
Franklin propune in 1953 ca molecula de ADN are forma de tirbuson, cu
diametrul de 2 nm si o spira de 3.4 nm.

.Watson and Crick propun in 1953 un model al structurii ADN-ului ce are la baza
un dublu helix

Watson, J. D. & Crick, F. H. C. Molecular structure of nucleic acids: A structure for deoxyribose nucleic acid. Nature 171, 737-738 (1953)




Structura tridimensionala a ADN-ulul

.Scheletul moleculei este reprezentat de catenele cu legaturi fosfodiesterice ce
formeaza un dublu helix spre dreapta. Catenele sunt antiparalele, una are orientare 5'
— 3'iar cealalta 3' — 5'

.Bazele azotate sunt orientate spre interior. Intre bazele de pe o catena si formeaza
legaturi de hidrogen pe baza de complementaritate: A-T (2 legaturi); G-C (3 legaturi).
O pereche de baze azotate complementare formeaza un plan perpendicular pe
catena. Distanta dintre 2 perechi de baze (pb) consecutive este de 0.34 nm.

T fH C

N 0-------H—N
N N—H-—Q  CH 7
C J N \ Nl N,
N N------H—N e — }/_7”
N\

\ N—H-----0 &
A O o G Hf
.Legaturile se formeaza intotdeauna intre o baza purinica si una pirimidinica -
dimensiunea unei perechi de baze complementare (pb) si deci diametrul helix-ului dublu

este constant — 2 nm

.O spira completa a dublul helix-ului are 10 pb - 3.4 nm
-Au fost descrise doua santuri:

.~ santul mare - larg de 22 A

.- santul mic —larg de 12 A

Cat de lungi sunt cele 2 santuri?

3,4 nm

Santul mare .




Anabolismul ADN-ului. A) Biosinteza nucleotidelor

Nucleotidele sunt incorporate in ADN plecand de la deoxiribonucleotide trifosfati
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP). Acestea sunt produse prin 2 cai distincte:

1)- cai metabolice de sinteza de nuovo
2)- cai anaplerotice de reutilizare a nucleotidelor rezultate in urma degradarii acizilor nucleici

Caile metabolice de de sinteza de nuovo a nucleotidelor

Se diferentiaza in cai de sinteza a nucleotidelor pirimidinice si cai de sinteza a
nucleotidelor purinice.

Ambele cai au in comun o serie de intermediari:

1. fosforibozil-pirofosfat — sursa restului de riboza

2. glicina — pentru sinteza purinelor; acidul aspartic — pentru sinteza pirimidinelor;
3. glutamina — sursa de grupe amino in ambele cai;

Cu exceptia dTTP, deoxinucleotidele se sintetizeaza mai intai sub forma de
ribonucleotide ce sunt apoi reduse la deoxiribonucleotide.

Glicocol Nivelele celulare de nucleotide

CO,
i N /> libere (exceptand ATP-ul)
asgémc’\' 7 N A reprezinta 1% sau mai putin din
K | \>\/,gt,a"ffd",;,o,a, cantitatea necesara pentru a
N

sintetiza ADN-ului.  Sinteza
For_mil-/‘“/‘ nucleotidelor este deci un factor
WirahiiEciiss limitant al replicarii ADN-ului.

Glutamina




1. Calea de biosinteza de nuovo a ribonucleotidelor purinice

AIR

HCO ,

Bazele azotate (Adenina,Guanina) nu sunt
intermediari (bazele nu sunt sintetizate si atasate p
pentoza), ci inelele sunt construite treptat, atom
cu atom. Sinteza incepe de la 5-fosforibozil-

pirofosfat (PRPP).
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ribonucleotid (CAIR) a) formarea ”V”:)

b) sinteza din IMP a AMP si GMP-ului

c) sinteza ATP si GTP.
A. formarea inosin mono fosfatului (IMP;
acidului inozinic)

1. Amino-fosforibozil transferaza

2. GAR sintetaza

3. GAR transformilaza

4. FGAR amidotransferaza

s 5. FGAM ciclaza (AIR sintetaza)
| 6a. AIR carboxilaza

Aspartate

ATP

5-amino-imidazol-
¥ 4-N-succino-
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5-amino-imidazol-
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In eucariote, etapele 1, 3, 5 sunt catalizate de

8 i mosiric oupy @ singura proteina multifunctionala, iar etapele
10 si 11 de o alta. La bacterii, fiecare etapa
este catalizata de proteine individuale.

R
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1. Calea de biosinteza de nuovo a ribonucleotidelor purinice

B. sinteza AMP si GMP

Ribose 5.phosphate

H » el
00C—CH, —C—CO0O ADP ATI
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G'n’ GDP + P, \)I\> / >N)j/
' K\ N liaza I\N 20y
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N
>
y N
0 . Ri}®)

N

HN Acid adenilo-

Acid adenilic
(adenil-monofosfat;
AMP)

k\N [ N\> succinic

Rib <P
Acid inozinic H,0

(IMP) NAD"
NADH + H" .
IMP de o O (-;lll ATP .Ahil) T l)l), uecinate
hld,.og i :
en azg\‘ HN | 1 " ‘ 2 %

07N N H,0  Amidotransferazi o Lehninger, pg 867

Acid xantilic Acid guanilic (guanin mono fosfat;
GMP)




1. Calea de biosinteza de nuovo a ribonucleotidelor purinice

' i ATP  ADP ATP  ADP
C. sinteza ATP si GTP
AMP L,A ADP L,A ATP

Adenilat kinaza
Nucleozid

difosfokinaza

ATP  ADP ATP  ADP
GMP M GDP M GTP

Nucleozid monofosfat
kinaza

- Fosforilarea AMP in ADP este realizata de adenilat kinaza. ADP-ul rezultat este apoi fosforilat la
ATP prin fosforilare oxidativa sau glicoliza (sursa de energie a intregulul proces).

- ATP-ul este utilizat pentru fosforilarea celorlalte nucleozide difosat de catre nucleozid monofosfat
kinaze, enzime cu specificitate pentru a anumita baza azotata (exista o enzima ce fosforileaza numai
GMP, una numai UMP si alta numai CMP) dar fara specificitate fata de glucid (toate fosforileaza in
egala masura si deoxi-ribonuclezide si ribonucleozide monofosfat).

- Nucleozidele difosfat sunt fosforilate la trifosfati de nucleozid difosfokinaza — enzima fara
specificitate fata bazele azotate sau glucid (aceeasi proteina foforileaza si ADP, si GDP, si UDP si
CDP precum si dADP, dGDP, dUDP, dCDP). Ca sursa de grupe fosfat, enzima poate folosi orice
(d)NTP, insa cel mai frecvent foloseste ATP pentru ca acest nucleotid se afla intr-o concentratie mai
mare in celula.




2. Calea de biosinteza de nuovo a ribonucleotidelor pirimidinice

Spre deosebire de calea anterioara,
mai intai sunt sintetizate inelele NDH
bazelor azotate (C si U) care apoi OH K.

- . o Acid aspartic
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Acid-L-dihidro-orotic C CH-C00

NAD"
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3. Sinteza dezoxiribonucleotidelor

dNTP necesari pentru sinteza ADN-ului (exceptand dTTP) se produc sub forma
de dNDP prin reducerea directa a ribonucelotidelor difosfat corespunzatoare
(ADP, CDP, GDP). Reactia este catalizata de ribonucleotid-reductaza o-
enzima alcatuita din 4 subunitati, 2 subunitati mari (R1) si 2 subunitati mici|-
(R2) asociate sub forma unui tetramer heterodimeric si care prezinta:

a) 2 situsuri catalitice la interfata dintre subunitatile R1 si R2 in care sunt
amplasate 2 resturi SH ce participa la reactia enzimatica:

NDP/ \:»OH\AIDP + H,0

ribonucleotid-reductaza-(SH)(SH) ribonucleotid-reductaza-(S-S)

*. e " _Lehninger.'pg 871
\\* ”/ Situs-uri
+ T~ ——-" Lt Efectori
NADP™ < NABIP sl De reglaj al

b) 2 situsuri de reglare a activitatii (cate unul pe fiecare specificitatii ket
subunitate R1) la care se pot lega ATP-ul ce functioneza ca reglaj al '
activator si dATP, dGTP si dTTP-ul ce inhiba enzima; activitatii — SRR RIS
Se regleaza raportul in ribonucleotide si dezoxiribonucleotide " '

_ATP,
~ dATP

N Substrate
Situs catalitic . ~~—___ADP
HS , ’

CDP,

fiecare subunitate R1) la care se pot lega dATP, ATP, dTTP, dGTP. C GDP

/™~

R2 subumt
Legarea ATP sau dATP - enzima produce dUDP si dCDP Ry

dTTP - enzima produce dGDP b
dGTP - enzima produce dADP




3. Sinteza dTTP

dTTP necesar sintezei ADN-ului este produs din dUMP. Acesta provine din:

1. dCDP care este fosforilat la dCTP si apoi deaminat cu formare de dUTP;
2. dUDP care este fosforilat la dUTP.

dUTP este converit la dUMP de catre o dUTP-aza extrem de activa. Sinteza propriu-zisa a dTTP
este catalizata de o timidilat-sintetaza dupa reactia:

Metilen-THF

Tlmld/lat-smtetaza ()\

Deoxiribozo- Deoxunbozo-
5'-fosfat 5'-fosfat

dUMP dTMP
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