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3/25/24 Curs V - Structura acizilor nucleici 1

BIOINFORMATICĂ APLICATĂ ÎN 
BIOLOGIA STRUCTURALĂ
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Structura chimică a ADN-ului

2`-dezoxi-β-D-ribofuranoză
(ADN)

β-D-ribofuranoză (ARN)

Grupă fosfat

Adenina (A) Guanina (G)

Citozina (C)
Uracil (U)

(doar în ARN)
Timina (T)

(doar în ADN)

Purine (R)

Pirimidine (Y)

- în 1869 Friedrich Miescher izolează din nuclei o substanță albă pe care o denumește nucleină. Datorită caracterului ușor acid capătă mai apoi denumirea 
de acid nucleic.
- funcția și structura acestei substanțe rămane necunoscută pană în jurul anilor 1920.

Acizii nucleici sunt polimeri rezultați în urma legării prin
legături fosfodiesterice unui număr mare de nucleotide. Funcţie
de tipul de nucleotide, acizii nucleici se clasifică în:
- acid ribonucleic (ARN) – conține în structura sa riboză;
- acid dezoxiribonucleic (ADN) - conține în structura sa
deoxiriboză;

O nucleotidă este alcătuită din
● un glucid cu 5 atomi de C (riboza sau deoxiriboza) în formă
furanozică;
● o grupare fosfat (PO4) legată de atomul C 5 al glucidului;
● bază azotată legată de atomul C1 al glucidului;
Bază azotată se leagă printr-o legătură glicozidică de pentoză
formând un nucleozid. O nucleotidă se defineşte astfel ca fiind
un ester fosforic al nucleozidului corespunzător.

În acizii nucleici se întâlnesc două tipuri de
baze azotate:
●purinice - două heterocicluri cu N: Adenina
(A) şi Guanina (G) în ADN şi ARN
●pirimidinice – un heterociclu cu N: Citozină
(C) şi Timină (T) în ADN şi C şi Uracil (U) în 
ARN
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Structura primară a ADN-ului

Nucleotida 1 Nucleotida 2 Nucleotida n

Prin convenție, secvența de nucleotide a ADN-ul se notează în direcția 5' → 3'

Secvența de nucleotide  GTCCAT se referă la o catenă cu structura:

5' PO4-G-PO4-T-PO4-C-PO4-C-PO4-A-PO4-T-OH 3'

Și nu la

3' HO-G-PO4-T-PO4-C-PO4-C-PO4-A-PO4-T-PO4 5' care este o moleculă diferită

Între gruparea -PO4 de pe carbonul 5 (poziția 5') al unei nucleotide și gruparea -OH de pe carbonul 3 (poziția 3') al altei
nucleotide se poate elimina o moleculă de apă cu formarea unei legături fosfodisterice (-O-P-O-). Se pot astfel forma
astfel catene lungi de nucleotide al căror schelet are structura:

PO4-C5'-C4'-C3'-O-P-O-C5'-C4'-C3'-O.............P-O-C5'-C4'-C3’-OH©

Aproape toate moleculele de ADN au două capete diferite:
- capătul 3' cu o grupare -OH liberă;
- capătul 5' cu o grupa -PO4 liberă. Ce molecule de ADN nu respectă această regulă?



Compoziția în baze azotate a ADN-ului
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Escherichia coli tulpina K12
Mycobacterium tuberculosis
Drojdia de bere
Hering
Șobolan
Om

Analiza lui Chargaff privind compoziția în baze azotate a ADN-ului
Procente molare

ADN ARN

De ce procentele nu sunt perfect egale?

Regulile lui Chargaff:
Într-o moleculă de ADN au loc întotdeauna următoarele relații:
o proporția de A este întodeauna egală cu cea de 

T, iar cea de G cu cea de C   
 A=T; G=C

o proporția de baze azotate purinice este 
întotdeauna egală cu cea de baze pirimidinice

A+G=T+C
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Structura tridimensională a ADN-ului

Rosalind Elsie Franklin  
(1920 - 1958)

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

o Analizând modul în care razele X sunt difractate de o fibră cristalizată de ADN, 
Franklin propune în 1953 că molecula de ADN are forma de tirbușon, cu 
diametrul de 2 nm și o spiră de 3.4 nm;

o Watson and Crick propun in 1953 un model al structurii ADN-ului ce are la 
bază un dublu helix;

Wilkins Maurice (1916 - 2004)



Structura tridimensională a ADN-ului
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o Scheletul moleculei este reprezentat de catenele cu legături fosfodiesterice ce formează un dublu helix spre 
dreapta. Catenele sunt antiparalele, una are orientare 5' → 3' iar cealaltă 3' → 5'

o Bazele azotate sunt orientate spre 
interior. Între bazele de pe o catenă și 
formează legături de hidrogen pe bază 
de complementaritate: A-T (2 legături); 
G-C (3 legături). O pereche de baze 
azotate complementare formează un 
plan perpendicular pe catenă. Distanța 
dintre 2 perechi de baze (pb) 
consecutive este de 0.34 nm.

o Legăturile se formează întotdeauna 
între o bază purinică și una 
pirimidinică - dimensiunea unei 
perechi de baze complementare 
(pb) și deci diametrul helix-ului dublu 
este constant – 2 nm
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Structura tridimensională a ADN-ului
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3,4 nm

0,34 nm

Șanțul mare

Șanțul mic

o O spiră completă a dublul helix-ului are 10 pb - 3.4 nm
o Au fost descrise două sanțuri:
– șanțul mare – larg de 22 Å
-  șanțul mic – larg de 12 Å

2 nm



Conformații ale moleculei de ADN

3/25/24 Curs V - Structura acizilor nucleici 8

P

O C5´

C4´

C3´
O

a b

g
d
e

z - zeta
C2´

C1´

1. rotația liberă a covalențelor ce alcătuiesc legătura fosfo-diesterică –
au fost descrise 6 unghiuri posibile de rotație, notate: a, b, g, d, e, z.

c - xi

2.  rotația liberă a legăturii glicozidice C1´ - N  - al 7-lea unghi de 
rotație, notat c. O serie de constrângeri sterice fac ca acest unghi să 
ia valori limitate, în raport cu glucidul bazele azotat putând avea 2 
orientări distincte: syn și anti (pentru purine doar anti)

3.  conformațiile posibile ale restului glucidic -

Catena de ADN (și ARN) este deosebit de flexibilă și poate adopta diverse 
conformații. Această flexibilitate rezultă din: 



Conformații ale moleculei de ADN
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Funcție de valorile pe care le iau cele 7 unghiuri și conformația restului de 
deoxiriboză au fost descrie 3 forme majoritare diferite  ale moleculei de ADN: 
1.Conformația sau forma B (ADN-ul B) – este structura descrisă de 
Watson-Crick, forma în care ADN-ul este cel mai stabil în condiții 
fiziologice, o spiră completă  este alcătuită din 10,5 baze;
2.Conformația sau forma A (ADN-ul A) - forma în care ADN-ul este 
cel mai stabil în medii ne-apoase; helix-ul este mai larg, bazele nu 
sunt perpendiculare pe catene ceea ce face ca sanțul mare să fie mai 
adânc, o spiră completă conține 11 baze ;
3.Conformația sau forma Z (ADN-ul Z) – helix-ule este spre stânga, o 
spiră completă conține 12 baze.



Stabilirea structurii primare a ADN-ului
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Secvenţierea ADN-ului - procesul de identificare a ordinii precise a nucleotidelor (ATCG) într-o 
moleculă de ADN – structura primara a ADN-ului.

Frederick Sanger - 13 August 1918 – 19 November 2013

În prezent există numeroase metode de secveţializare a ADN-ului clasificate în:
- metode derivate de la metoda chimică a lui Maxam şi Gilbert;
- metode derivate de la metoda enzimatică a lui Sanger;

Metoda enzimatică Sanger
- una din primele metode de secvenţializare a fost descrisă  în 1977
de Frederick  Sanger care a primit cel de-al doilea premiu Nobel pentru 
descoperirea sa;
- se bazeză tot pe reacţia de replicare a ADN-ului catalizată de o polimerază 
ADN-dependentă;
Elementele esenţiale realizării unei reacţii de secvenţiere prin metoda Sanger
a) fragment ADN de secvenţiat – o moleculă de ADN monocatenară;
b) polimeraza ADN;
c) cele 4 deoxinucleotide obişnuite (dNTP: A, T, C, G);
c) o oligonucleotide amorsă (primer) complementare cu molecula de secvenţiat marcată radioactiv 
şi care oferă un capăt 3' liber;
d) 4 di-deoxinucleotide (ddNTPs: ddA, ddC, ddG, ddT) – nucleotide ce nu au gruparea hidroxil în 
poziţiile 2' (deoxi) şi 3' (di).

- metode de ''nouă generaţie (next-gen)'' sau mai corect metode de secvențiere
în masă (high throughput) – pirosecvenţiere, ion-torrent, etc.



Etapele reacţiei de secvenţializare ADN prin metoda Sanger
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1) Legarea oligonucleotidului primer  5’3’

5’ 3’

Catenă ADN de secvenţiat

Oligonucleotidă primer marcată radioactiv

#TCGACGGGC 

A A; T; C; G;  
ddA +

C A; T; C; G
ddC + G A; T; C; G  

ddG +
T A; T; C; G

ddT +

#TCGACGGGC
Amorsa #

#ddA

#TCGACGGGC 

#AGCTGCCCG
#AGddC
#AGCTGddC
#AGCTGCddC
#AGCTGCCddC
#AGCTGCCCG

#TCGACGGGC 

#AGCTGCCCG

#AddG
#AGCTddG

#AGCTGCCCddG

#AGCddT
#AGCTGCCCG

Amorsa # Amorsa # Amorsa #

2) Elongarea primerului prin acţiunea ADN polimerazei în prezenţa dNTP şi ddNTP cu sinteza unei 
catene noi. Reacţia se realizeză în 4 eprubete diferite, fiecare conţinând un singur tip de ddNTP 
(ddATP, ddGTP, ddCTP sau ddTTP). Încorporarea unui ddNTP în noua catenă face ca sinteza 
acesteia să se oprească (ddNTP sunt ''terminatori'' de catenă). Încorporarea unui ddNTP de către 
ADN-polimeraza este un proces statistic ceea ce face ca prin elongare să se genereze în fiecare 
eprubetă câte o colecţie de catene ADN nou sitetizate de dimensiuni diferite.



Etapele reacţiei de secvenţiere ADN prin metoda Sanger
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Gel

Fragmente mari

Fragmente mici

Catod

Anod

3) Separarea catenelor nou sintetizate funcţie de dimensiune – se realizeză prin electroforeză – 
moleculele de ADN sunt încărcate negativ şi la aplicarea unui curent vor migra spre polul pozitiv. 
Electroforeza se realizează  în geluri de poliacrilamidă ce acţioneză ca o sită, frânând moleculele mari, 
astfel încât moleculele mici vor migra mai mult iar cele mari mai puţin.



Etapele reacţiei de secvenţiere ADN prin metoda Sanger
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A

ddA

#AGCTGCCCG

C

#AGddC

#AGCTGddC
#AGCTGCddC
#AGCTGCCddC

#AGCTGCCCG

G

#AGCTGCCCG

#AddG

#AGCTddG

#AGCTGCCCddG

T

#AGCddT

#AGCTGCCCG

-

+

A C G T

Schema autoradiografiei unui gel de secvenţializare

A
G
C
T
G
C
C
C
G

4) Vizualizarea catenelor nou sintetizate – se realizeză prin autoradiografie – pe baza marcajului 
radioactiv al oligonucleotidului amorsă.



Secvenţierea ADN-ului

3/25/24

Curs V - Structura acizilor nucleici 14
G
C
A
G
A
A
A
T
A
A
G
T
A
C

Care este secvența fragmentului de ADN prin a cîrui 
secvențiere Sanger se obține gelul de alături?  

Secventa citită de pe gel:
5’-GCAGAAATAAGTAC-3’ deci secvența catenei de secvențiat era:
3’-CGTCTTTATTCATG-3’ 



Secvenţierea ADN-ului
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A; T; C; G

ddA; ddT;
DdG; ddC +

TCGACGGGC 

#AGCTGCCCddG
#AGCTGCCCG

#AGCTGCCddC
#AGCTGCddC
#AGCTGddC
#AGCTddG
#AGCddT
#AGddC
#AddG
#ddA

#AGCTGCCCddG
#AGCTGCCddC
#AGCTGCddC
#AGCTGddC
#AGCTddG
#AGCddT
#AGddC
#AddG
#ddA

-
+

O variantă a metodei Sanger este:
– utilizarea de ''terminatori'' de catenă marcaţi fluorescenţi. Fiecare din cele 4 ddNTP sunt marcate 
cu câte un florocrom diferit (ddA – verde, ddT – roşu, ddG – galben, ddC – albastru). Reacţia se 
desfăşoară într-o singură eprubetă, iar fragmentele generate sunt separate prin electroforeză. Ordinea 
nucleotidelor este citită cu ajutorul unui laser şi reprezentată ca ''peak-uri''.  

Separare 
funcţie de 

dimensiune



Secvenţierea ADN-ului
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