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Complementaritatea bazelor azotate din cele două catene antiparalele dictează strict 
secvența unei catene funcție de cealaltă – dacă o catenă este 5′-ATTGCAT-3′ 
cealaltă trebuie să fie obligatoriu

Pe bază de complementaritate, orice catenă de ADN poate fi duplicată. Moleculele de ADN dublu 
catenar se sintetizeză in vivo printr-un proces numit replicare semi-conservativă:

- secvența moleculei originale este replicată, nu molecula dublu catenară helicoidală în sine;

- fiecare catenă a moleculei dublu catenare originale devine parte componentă a uneia din cele 
două moleculei noi sintetizate
Replicarea moleculei de ADN este un proces esențial pentru celula și trebuie să fie rapidă și precisă.

Procesul de replicare începe în una sau mai
multe origini de replicare și este realizată prin
activitatea corelată a unui complex de proteine
dintre care cea mai importantă este ADN-
polimeraza. Elementul genetic ce este capabil
de replicare autonomă se numește replicon.

La procariote – repliconul - intregul cromozom sau un plasmid
La eucariote – repliconul – o porțiune de aprox. 100 000 pb – un
cromozom are mai mulți repliconi.

Anabolismul ADN-ului. B) Biosinteza catenelor de ADN = 
Replicarea moleculei de ADN

3′-TAACGTA-5′.



Structura ADN-polimerazei III

- are capacitatea de a atașa nucleotide la capătul 3' al unei catene 
existente, atașarea realizându-se pe baza complementarității cu o a 
doua catenă (catenă matriță sau template). Direcția de polimerizare
este 5′ → 3′.
- viteza de polimerizare este de 1000 nucleotide/s
- enzimă dimer,  fiecare subunitate conținînd 10 catene polipeptidice 
(domenii) diferite:
●Domeniul a – domeniul catalitic - catalizează polimerizarea 
nucleotidelor în direcția 5' →3'
●Domeniul e – domeniul de verificare – verifică corectitudinea bazelor 
azotate înserate în direcția 3' →5'
●Domeniul b2 – domeniul de legare – fixează complexul enzimatic de 
molecula de ADN

Domeniul b2 Domeniul b2 – legat de ADN



Mecanismul molecular al replicării ADN-ului

Procesul de biosinteză a ADN-uului presupune parcurgerea a 6 etape:
1. Desfacera helix-ului dublu al ADN-ului se realizează în patru etape distincte:
a) legare unei proteine inițiator de originea de replicare
b) despiralizarea helix-ului dublu realizată prin acțiunea unei helicaze (DnaB). Apare o structură 
specifică numită bifurcaţie (furcă) de replicare.
c) protejarea zonelor monocatenare de proteine specifice (single-strand biding proteins; SSB) ce 
împiedică reformarea legăturilor de H
e) relaxarea tensiunilor în catenă.  La o viteză de replicare de 1000 pb/s, helix-ul se despiralizează 
(răsucește) cu o viteză de 100 rotații/s. Tensiunea creată este eliminată prin clivarea unei legăturii 
fosfodiesterice, rotirea catenei clivate în jurul celei intregi și refacerea legăturii  fosfodiesterice de către 
enzima girază (topoizomerază).
2. Legarea oligonucleotidelor amorsă -
ADN-polimeraza poate atașa nucleotide de o catenă deja existentă, de aceea pentru inițierea replicării
în zonele monocatenare se ataseză o oligo-nucleotidă amorsă ARN sintetizată pe bază de 
complementaritate de către o enzimă specifică – ADN primază (DnaG). Oligo-nucleotida amorsă
produsă oferă capătul 3' necesar inițierii polimerizării. 

3. Sinteza propriu-zisă a celor două catene
ADN-polimeraza dimeră se leagă de furca de replicare – o subunitate de o catenă, cealaltă de a 
doua catenă. Pe baza celor doua catene matrița, se produc simultan doua catene noi, după cum 
urmează:
- în cazul catenei matriță cu direcția 5' → 3'  - ADN-polimeraza începe să încorporeze nucleotide 
pornind de  la oligonucleotida amorsă ARN în direcția 3' → 5', adică spre furca de replicare – catenă 
conducătoare



Mecanismul molecular al replicării ADN-ului

- în cazul catenei matriță cu direcția 3' → 5'  - ADN-polimeraza începe să încorporeze nucleotide 
pornind de  la oligonucleotida amorsă ARN tot  în direcția 3' → 5' de acestă dată dinspre furca de 
replicare, indepărtandu-se de aceasta. Sintetizează un fragment scurt de ADN (100-200 de nucleotide 
la EK, 1000 – 2000 nucleotide la PK), după care eliberează catena și se amplasează din nou lângă
furca de replicare, unde este o nouă oligonucleotidă amorsă și procesul se reia. Sinteza nu este
continuă, ci sub forma unor fragmente scurte - fragmente Okazaki. Catena se numește - catenă
întarziată.

Catena întarziată

Catena conducătoare

Subunitatea I a ADN-polimerazei III

Subunitatea II a ADN-polimerazei III

ADN-ligaza
ADN-polimeraza I

Fragment Okazaki
Primer ARN

Primaza
Helicaza

Animatie



Mecanismul molecular al replicării ADN-ului

4. Eliminarea oligonucleotidelor amorsă 
O altă enzimă - ADN-polimeraza I hidrolizeză  
oligonucleotidele ARN și sintetizează în locul lor catene de 
ADN, atat pe catena conducătoare cat si în zonele de la 
începutul fragmentelor Okazaki. Între 2 fragmente Okazaki 
rămane însă o legătura fofodiesterică 5' → 3' pe care 
polimeraza nu o poate forma.

5. Ligarea fragmenetelor Okazaki
- fragmetele Okazaki sunt apoi conectate de către ADN-
ligază ce poate realiza legături fosfodiesterice între un 
OH 3’ şi o grupare PO4 5’. Enzima din EK foloseşte ATP, iar
cea din PK - NAD+ .

oligonucleotid ARN

Catenă întârziată)

ADN polimeraza I
NMP

ADN ligaza

dNMP

ATP (sau NAD+)

ADP + PPi (sau NMN)



Mecanismul formării legăturii fosfodiesterice

Reacţia catalizată de ADN-polimerază este în principiu o reacţie de transfer a unei  
grupe fosforil (PO3

- ,  de care se află atasată o nucleotidă) conform reacţiei 
generale de biosinteză a ADN-ului:

Reacţia presupune un atact nucleofil al grupei 3`- OH din nucleotida de la capătul catenei nou 
sintetizate asupra  grupei α PO4 din deoxiribonucleotidul 5’-trifosfat ce urmează a fi atasat. 
Mecanismul catalitic al ADN-polimerazei implică 2 atomi de Mg2+(unul coordonează grupele PO4 
ale dNTP-ului ce este ataşat, iar celălat facilitează eliminarea pirofosfatului  (PP)) şi trei resturi de 
asparagină (dintre care 2 sunt înalt conservate în toate polimerazele).   

Catena veche 
(matriţă)

Catena nouă

deoxiribonucleotid 
5’-trifosfat



Modificări post-replicare ale ADN-ului
Odată sintetizată, molecula de ADN conţine toată informaţia necesară 
funcţionării celulei până la următoarea diviziune. Această informaţie trebuie 
să:
1. fie împachetată într-un volum mic;

1 cromozon de E. coli contine o molecula circulară dublu catenară de 4,639,221 pb ce are un perimetru de 1.7 mm
(de 850 ori mai mare decăt lungimea celulei);
ADN-ul dintr-o celulă umană – cele 46 de de molecule de ADN duble din cei 44 de cromosomi somatici plus XY sau 
XX amplasate cap la cap au o lungime de peste 2 metri. ADN-ul din toate celulele corpului unui om (1014 ) are o 
lungime totală de 2x1011 km (circumferinta Pămantului este de 4x104 km, distanta Pamant – Luna 1,5x1018 km)

2. fie accesibil în orice moment, funcţie de specificul (rolul, diferenţierea) celulei;

Ramsköld D, Wang ET, Burge CB, Sandberg R 
(2009) An Abundance of Ubiquitously Expressed 
Genes Revealed by Tissue Transcriptome 
Sequence Data. PLoS Comput Biol 5(12): 
e1000598. doi:10.1371/journal.pcbi.1000598

3. fie păstrată intactă şi nealterată.

Adipocit - aprox. 12 500 
gene sunt active

Hepatocit - aprox. 
11 000 gene active

8000 de gene sunt active  
simultan în celulele tuturor 

ţesuturilor.

Genomul uman conţine 25 –
35 000 de gene ce codifică 

proteine.

În corpul uman secvenţa şi structura ADN-ului
sunt deteriorate cu o rată de 10 000 – 1 000 000
leziuni moleculare / zi / celulă – 0,000165% din
genomul unei celule umane este afectat zilnic. Cu
toate acestea informaţia este nealterată.



Modificări post-replicare ale ADN-ului. A) Metilarea
După finalizarea procesului de biosinteză a unei molecule de ADN, aceasta suferă o 
serie de modificări biochimice post-replicare. Principalele tipuri de modificări sunt :

Modificările post-replicare se pot realiza imediat după finalizarea bio-sintezei ADN-ului (A şi B)  
sau la o distanţă mare de timp de acesta (A şi C)

A) Metilarea ADN-ului
- este procesul de adaugare a unor grupe metil la nucleotidele A sau C din structura ADN-ului.
Metilarea citozinei are la carbonul 5 din inelul piridinic cu formarea 5-metil-citidinei (5mC, m5C) şi 
este cea mai frecventă formă de metilare.  În bacterii, metilarea citozinei poate avea loc atat şi la N4 cu 
formarea 4-metil-citidinei (4mC, m4C, N4mC). Metilarea adeninei a fost identificată toare în bacterii 
cu formare N-6-metiladeninei (m6A, 6mA, N6mA).  

A) metilarea ADN-ului;
B) împachetarea ADN-ului în nucleozomi, fibra de cromatină şi în final cromozomi (nu constituie
subiectul acestui curs);
C) repararea alterărilor structurale si de secvenţă apărute în molecula de ADN ca urmare a acţiunii
factorilor de mediu (biotici sau abiotici).

5mC 4mC 6mA



Metilarea ADN-ului este realizată de o familie de enzime numite ADN-

A) Metilarea ADN-ului

metil-transferaze (DNA methyltransferases, DNMT) ce folosesc ca donor al grupei metil S-
adenozin-metionină (SAM). In genomul uman există 3 gene ce codifică 3  ADN-metil-
transferaze diferite:
●DNMT1 – responsabilă de metilarea catenei nou sintetizate la câteva secunde după
finalizarea procesului de replicare. Metilarea se realizeză prin ‘copierea’ situsurilor de 
metilare de pe catena matriţă şi se numeşte metilare de mentenenţă (asigură păstrarea
unui pattern de metilare specific unui organismului);
●DNMT3a şi DNMT3b – responsabile de metilarea ‘de-novo’ 
a ADN-ului.

Metilare 
de novo

Metilare de 
mentenenţă



A) Metilarea ADN-ului

Rolul metilării ADN-ului:

A) la bacterii: metilarea A şi G permite celulelor bacteriene să recunoscă ADN-ul 
propriu de cel exogen (al bacteriofagilor de ex).

Cea mai cunoscută metilză bacteriană este Dam (E. coli DNA 
adenine methyltransferase, Dam) ce recunoaşte secvenţele 5'-
GATC-3' şi le metileză la nivelul A. ADN-ul metilat la secvenţa 5'-
GATC-3'  este recunoscut de celulele de E. coli ca fiind propriu, 
cel ne-metilat sau metilat în alte situs-uri este degradat de către 
endonucleazele de restricţie.  



A) Metilarea ADN-ului

B) la eucariote: metilarea are loc aproape exclusiv la G din secvenţa

Metilarea ADN-ului la G din GpC are ca efect reducerea expresiei genelor conţinute în 
fragmentul de ADN metilat. Reducerea este stabilă, şi de cele mai multe ori permanentă 
şi ireversibilă.
Prin metilarea controlată a anumitor porţiuni de ADN, sunt inactivate în mod controlat anumite şi  genei 
şi se realizeză procesul de diferenţiere celulară.

GC ( notată GpC şi semnificând 5'—C—fosfat—G—3'). La mamifere, 70% - 80% din G 
din GpC sunt metilate. Secvenţele GpC sunt în general concentrate în asa numitele
insule GpC – secvenţe de 200 pb cu un procent de GC mai mare de 50% frecvent
întâlnite în promotori (70% din promotorii umani conţin insule GpC).

De-metilarea ADN-ului este procesul invers, de eliminare a grupelor metil din nucleotidele 
ADN -ului, ceea ce duce la re-activarea genelor. De-metilarea poate fi:

●Pasivă – în cursul procesului de replicare, prin ne-realizarea metilării de către DNMT1 
(enzima este inactivă – inactivată chimic sau ca urmare a unei mutaţii)
●Activă - prin eliminarea directă sau prin modificarea chimică  a grupei metil Ex: oxidarea 
grupei metil la 5-Hidroxi-metil-citozină şi transformarea ulterioară de către enzimele TET.

Celulele cancerose se caracterizeză printr-o hipo-metilare generală (hipometilare la nivelul  oncogenelor, hipermetilarea genelor tumor-supresoare)

Metilarea  şi demetilarea ADN-ului sunt strict controlate şi fac parte din
controlul epigenetic al activităţii genelor.



C) Repararea alterărilor structurale si de secvenţă

Leziunile la nivelul ADN–ului pot apare:

●majoritatea covârșitoare – la nivelul structurii primare a 
moleculei de ADN prin modificarea chimică a bazelor azotate

●la nivelul structurii secundare a moleculei de ADN – afectează 
împachetarea ADN-ului cu histonele sau ruperea catenelor de 
ADN
 

În corpul uman secvenţa şi structura ADN-ului sunt deteriorate cu o rată de 10 000
 – 1 000 000 leziuni moleculare / zi / celulă – 0,000165% din genomul unei celule umane este 
afectat zilnic.

Factori ce induc leziuni la nivelul ADN–ului:

●Factori endogeni:
a. replicarea eronată a ADN-ului
b. speciile reactive de oxigen generate prin procesele oxidative normale – respiraţie, generare ATP.

●Factori exogeni:
a. radiaţia UV (200 – 400 nm) emise de soare sau din surse antropice
b. radiaţiile X sau Gamma – ruperea catenelor
c. temperatura – pierderea bazelor purinice
c. toxine – de origine vegetală, animală sau fungice - aflatoxinele
d. compuşi antropici mutageni
e. virusuri
 

Clancy, S. (2008) DNA damage & repair: mechanisms for maintaining DNA integrity. Nature Education 1(1):103



Tipuri de leziuni moleculare ADN

A. Induse de factorii endogeni:
1. oxidarea bazelor azotate cu formarea de derivaţi precum 8-
oxo-2'-guanosina (8-oxo-dG)
2. alchilarea (metilarea) bazelor azotate cu formare de 7-metil-
guanina, 1-metil-adenina, 6-O-Metil-guanina
3. hidroliza bazelor azotate prin de-aminare
4. formarea unor derivaţi de adiţie de dimensiuni mari – adiţia  
benzo-piren și obţinerea  de benzo-pirenediol epoxid-dG
5. împerecherea greşită a bazelor azotate în procesul de 
replicare

B. Induse de factorii exogeni:

1. formarea de dimeri ai bazelor piridinice prin 
acţiunea radiaţiei UV
2. ruperea catenelor de ADN
3. pierderea bazelor purinice din catena de 
ADN (de-purinizare) ca urmare a tratamentului 
termic.

Apar ''îndoituri'' ale catenei ce nu permit replicarea sau transcrierea

8-oxo-
dG

7-metil-
guanina



Leziuni moleculare vs. mutaţii ADN
O leziune la nivelul ADN-ului nu se finalizează obligatoriu cu o mutaţie a moleculei de ADN datorită 
intervenției unor sisteme enzimatice specifice de reparație a ADN-ului. Acestea au capacitatea de 
recunoaște o leziune şi de a o elimina – mutaţiile nu pot fi eliminate.

Mutaţie

●-  o modificare a secvenţei de nucleotide la 
nivelul ADN-ului, nucleotidele sunt ne-
modificate
●- nu poate fi detectată şi nu poate fi reparată

●- afectează funcțiile genelor  

●- se replică odată cu replicarea ADN-ului

Leziune ADN

●-  anomalie fizică la nivelul ADN-ului – ruperea 
catenei/catenelor, baze azotate modificate
●- poate fi detectată şi reparată dacă informația 
necesară există într-o copie neafectată 
(catenă complementară sau cromozom omolog)
●- odată reparată nu afectează funcțiile 
materialului genetic
●- dacă nu poate fi reparată replicarea ADN-ului 
şi sinteza ARNm este oprită
●- cauzează erori în procesele de replicare şi 
reparare ceea ce generează mutaţii

Clancy, S. (2008) DNA damage & repair: mechanisms for maintaining DNA integrity. Nature Education 1(1):103



Mecanisme de reparare a leziunilor moleculare 
de la nivelul ADN-ului

1. Anularea catalitică a modificărilor chimice ale bazelor azotate
 - nu necesită ruperea sau formarea de legături diesterice
 - bazele azotate sunt modificate în mod direct de enzime specifice
Ex. A) dimerii pirimidinici rezultaţi în urma expunerii la UV sunt eliminaţi printr-un proces numit foto-
reactivare de către enzime specifice – fotoliaze. Activitatea fotoliazelor este dependentă de prezenţa 
luminii albastre/UV (300 – 500 nm)

B) Metil-guanina – este eliminată prin acţiunea 
proteinei metil-guanin-metil transferaza (MGMT).  
O moleculă MGMT converteşte o meti-guanozină (o 
molecula MGMT nu poate transforma mai multe 
molecule de metil guanozina precum o enzimă) – nu 
este o reacţie de cataliză.

Fotoliazele sunt prezente la bacterii, plante şi animale dar nu și la mamiferele placentare 
inclusiv la om.

6-O-Metil-G G



Mecanisme de reparare a leziunilor moleculare
de la nivelul ADN-ului

2. Mecanismul de proof-reading - eliminarea bazelor azotate introduse greşit de domeniul  catalitic 
al ADN-polimerazei prin intermediul unei activităţi 3'-5' exo-nucleazice a DNA-polimerazei.

Rata de eroare a subunităţii catalitice a DNA 
polimerazei:  o bază greşită la 104 - 102 nucleotide 
încorporate
Rata de eroare a DNA polimerazei: o bază greşită la 106 
- 108 nucleotide încorporate

Thomas A. Kunkel -DNA Replication FidelityJ. Biol. Chem. 2004 279: 16895-16898. First 
Published on February 26, 2004,doi:10.1074/jbc.R400006200



Mecanisme de reparare a leziunilor moleculare
de la nivelul ADN-ului

 Suplimentar, eventualele nucleotide încorporate greșit de către ADN-
polimeraza sunt identificare și eliminate după finalizarea procesului de 
replicare a moleculei de ADN printr-un proces de reparare a bazelor 
necomplementare (mismatch repair). Procesul nu are legătură cu activitatea 
de verificare a corectitudinii încorporării nucleotidelor  specifică subunității e a 
ADN-polimerazei, este realizată de un ansamblu de enzime specifice  și

Replicare

Pentru scurt 
timp, catena nou 
sintetizată este 
demetilată, iar 
cea veche este 
metilată

Dam
Ambele 
catene sunt 
metilate și nu 
mai pot fi 
discriminatea. Dacă nucleotidele încorporate greșit sunt în apropierea situs-

urilor GATC, nucleotida de de catena nemetilată este eliminată și 
este introdusă o nouă  nucleotidă pe baza complementarității cu 
catena metilată;

are loc în intervalul de câteva secunde până la 
minute în care molecula de ADN este hemi-
metilată. Mecanismul recunoașterii catenei corecte, 
neafectate, de ce-a alterată a fost stabilit doar la 
E.coli și se bazează pe procesul de metilare a ADN-
ului. În scurtul interval de timp de la finalizarea 
replicării până enzima DamI acționează: 

Secunde 
sau minute 
în care 
ADN-ul este 
hemimetilat

Are loc reparare a bazelor 
necomplementare



Mecanisme de reparare a leziunilor moleculare
de la nivelul ADN-ului

b. Dacă nucleotidele încorporate greșit sunt departe 
de situs-urilor de metilare GATC, repararea presupune 
implicarea mai multor proteine după cum urmează:
1. MutL și MutS identifică împerecherea greșită și se 
asociază cu aceasta;
2. MutH recunoaște situs-urile metilate de o parte și de 
alta a complexului MutL-MutS, se leagă de acestea și 
apoi de MutL. În acest fel, ADN-ul va fi forțat să formeze o 
buclă;
3.Odată complexul format, activitatea endonucleazică a 
MutH se activează și catena nemetilată este clivată la 
capătul 5’ al G din GATC;

4. Catena nemetilată este apoi degradată de la situsul de 
clivare către situs-ul nucleotidelor încorporate greșit de 
către exonucleaza I sau X (dacă direcția de degradare 
este 3’->5’) sau de către exonucleaza VII (dacă direcția 
de degradare este 5’->3’). O nouă catenă este apoi 
sintetizată DNA pol III și o ligază. În proces sunt implicate 
de asemenea o helicază  și SSBP).

MutH clivează 
catena 
nemetilată



Mecanisme de reparare a leziunilor moleculare
de la nivelul ADN-ului



3. Leziunile la nivelul unei singure catenei de ADN – sunt reparate pe baza informatiei de pe catena 
complementară prin acţiunea unor mecanisme de excizie-reparaţie ce taie zone afectată şi 
resintetizează poţiunea de ADN pe bază de complementaritate. Au fost descrise două tipuri distincte 
de mecanisme de excizie-reparaţie:

Mecanisme de reparare a leziunilor moleculare de la 
nivelul ADN-ului

A) prin excizia şi inserţia bazelor azotate - base excision 
repair (BER) – repară defectele ce afectează o singură 
nucleotidă prin acţiunea unor glicozilase ce elimină baza 
azotată afectată din nucleotidă şi obţinerea unui situs AP 
(apurinic sau apirimidinic) . Situs-ul AP este apoi lizat de o AP 
endonuclează, completat de o polimeraza ADN specifică iar 
legătura O-P-O refăcută de o ligază.

(apurinic sau apirimidinic)



Leziunea afectează configuraţia 
ADN și poate astfel fi detectată

Leziunea este recunoscută 
de enzime specifice

Catenele ADN sunt separate şi 
zone mono-catenare stabilizate 
de SSBP

Zona afectată este excizată 
prin acţiunea endonucleazelor

Zone afectată este lizată

Porţiunea este ''umplută'' de 
ADN-polimeraza și ''sudată'' 
de ligază

B) prin excizia şi inserţia uneia sau a mai multor 
nucleotide  - nucleotide excision repair (NER) – 
repară defectele ce afectează una sau mai multe 
nucleotide prin:
 - excizia zonei de ADN ce conține eroarea, precum 
și a unei zone din jurul leziunii cu obţinerea unei 
porţiuni de ADN monocatenar – acțiunea 
endonucleazelor.
 - sinteza noii catene pe baza de complementaritate 
cu catena veche de către ADN-polimerază
 - ligarea noii catene produse prin acţiunea unei 
ligaze.

Mecanisme de reparare a leziunilor moleculare de la 
nivelul ADN-ului



Mecanisme de reparare a leziunilor moleculare de la 
nivelul ADN-ului

NER este mecanismul utilizat de om pentru 
eliminarea dimerilor produşi de UV.



4. Leziunile la nivelul unei ambelor catene de ADN – sunt  reparate prin intermediul unor ligaze 
specifice. Uneori, dar nu întotdeauna, repararea se realizează pe baza homologiei ce există între 2 
cromatide sau între 2 cromozomii perechi. Sunt dificil de reparat și au efecte puternice asupra 
genomului afectat.

Cel mai cunoscut sistem reparator al rupturilor ambelor 
catene este cel realizat de proteinele Ku (o helicază) și 
ADN-PK (o protein kinază ADN dependentă). În acest 
caz procesul de reparare presupune:
1. Cate o moleculă de helicaza Ku inactivă se leagă de 

cele câte unul din  două capete ale moleculelor ADN 
bicatenar ce urmează a fi legate;

2. La complexul ADN-Ku se atașează câte o molecula 
ADN-PK și cele două capete ADN se apropie

3. ADN-PK se foforilează reciproc îi apoi fosforilează 
helicaza Ku care devine activă. 

4. Ku desface capetele dublu-catenare și le menține 
mono-catenare în așa fel încât acestea pot 
interacționa pe bază de complementaritate. 

5. Capete în exces sunt eliminate de o exonuclează
6. Catenele sunt finalizate de o ligază
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