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REPLICAREA SI REPARAREA
ADN

Replicarea ADN este procesul molecular prin care se
realizeaza copierea exactd a moleculelor de ADN (a secventei
nucleotidice). Datorita replicarii are loc transmiterea exactd a
mesajului genetic de la o generatie de celule la alta, astfel toate
celulele organismului pluricelular contin aceeasi informatie
ereditara.

Procesul de sintezda a ADN este, de reguld, exact. Dintr-
o moleculda de ADN se formeaza doua molecule identice atit
intre ele, cat si cu molecula parentala. Acest proces are loc
datorita particularitatilor de structura ale ADN:

- ADN este bicatenar;

- catenele ADN sunt complementare si antiparalele.
Principalele caracteristici ale replicdrii sunt:

» sinteza replicativdi a ADN-ului este semiconservativd,

deoarece, cel mai des, fiecare din cele doua catene este folosita

ca matritd pentru sinteza unei catene noi de ADN;

» sinteza este bidirectionata;

» polimerizarea nucleotidelor are loc doar in directia 5’ — 3';

> procesul implica participarea mai multor factori proteici.

Aparatul de replicare
Aparatul de replicare include ADN-matritda cu punctul
de origine, nucleozide trifosfafi cat si proteine pentru
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Capitolul 7
despiralizarea helixului de ADN, initierea replicarii,
polimerizarea nucleotidelor etc.

Originea replicarii

Originea replicarii este reprezentatd de o secventa
specificd de nucleotide numita secventa autonoma de replicare
ori. Unitatea capabild de replicare independenta se numeste un
singur replicon, la eucariote ADN contine mai multe puncte de
origine, deci mai multi repliconi. In tabelul 7.1. sunt prezentate
datele privind numarul de repliconi per genom, lungimea
medie a unui replicon si viteza de polimerizare la diferite

Tabelul 7.1. Unele caracteristici ale repliconilor

Organismul Nr. de Lungime Viteza replicarii,

repliconi medie, kb pb/min

E. coli 1 4200 30000

S. pombe 500 40 3600

D. melanogaster 3500 40 2600

M. musculus 25000 150 2200

Homo sapiens 10%-10° 100-1000 3000

organisme.

Secventa Ori are urmatoarea structura :
AUX-2 — A/T— ORE — DUE —AUX-1

ORE - secventa ADN-ului la care se unesc proteinele situs-
specifice si proteinele replicarii;
DUE - situsul care usor se despiralizeaza, este sensibil la
nucleaze si nesensibil la mutatii;
A/T — situsul ce regleaza activitatea helicazei;
AUX-2 si AUX-1 - situsuri ce se unesc cu factorii de initiere ai
replicdrii cu specificitate Tnalta.

La procariote punctul de origine este fixat de membrana
plasmatica, iar la eucariote se fixeaza cu metaloproteine de axa
proteica a cromozomilor (SAR).
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Proteinele aparatului de replicare

Replicarea ADN implica actiunea mai multor factori
proteici si enzime (fig. 7.1).

ADN-helicazele realizeaza  despiralizarea  si
denaturarea locala a moleculei de ADN prin hidroliza ATP.
Datorita existentei a doud furci replicative exista doud helicaze
care se deplaseaza 1n directii opuse de la punctul de origine a

Originea replicirii
T 1

Proteinele Legarea proteinelor
li.nitiato initiatoare de originea
Hatoare licirii

Unirea ADN-helicazei
de proteinele
inftiatoare

Pitrunderea
helicazei in ADIN

Helicaza deschide
helixul i unirea
primazei de primosom

Sinteza primerului ARN,
ADN-polimeraza sintetizeazi
nwlecula de ADN

ADN-polimeraza

Fig. 7.1. Enzimele aparatului de replicare

replicarii.

Primaza este enzima cu activitae ARN-polimerazica
care initiaza replicarea ADN prin sinteza unei secvente de 11-
12 ribonucleotide, care este numita primer (ARN-primer).

4



Capitolul 7
Helicazele impreund cu primaza formeaza complexul
primozom.

Topoizomerazele de tip | scindeaza legaturile
fosfodiesterice ale unei catene, relaxand dublul helix
previnindu-se supraspiralizarea ADN. Topoizomerazele de tip
Il taie ambele catene ale duplexului.

Proteinele ce se leaga de ADN monocatenar (proteine
SSB) - factori ce stabilizeaza catencle de ADN 1in regiunile
denaturate §i Tmpiedica refacerea structurii dublucatenare prin
unirea celor doud catene, sau in cadrul aceleasi catene 1In
regiunile cu secvente palindromice (fig. 7.2).

ADI¥-polimeraza

Regiuni ale ADI¥-ului
“w, care formeazi hucle
hicatenare

MMonomeri ai .
proteinei S5 . .
(single-strand binding) ‘ .

Proteina S8B linearizeazi molecula de ADIV

Fig. 7.2. Stabilizarea monocatenei de ADN in timpul
replicarii

ADN-polimerazele sunt enzime capabile sa sintetizeze
catene noi de ADN pe catenele matrite. Au fost descoperite
mai multe clase de ADN-polimeraze: a, B, v, o, ¢ — la
eucariote si I,II i III - la procariote (tab. 7.2).
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Tabelul 7.2. Caracteristica ADN-polimerazelor la
eucariote

ADN -
polimeraza ¢ o i p i
Localizarea Nucleu Nucleu Nucleu Nucleu Mltjc;(i:ion-

... | Sinteza Sinteza . . .
Functia sintetica primerilor ADN Reparatie Reparatie Replicare
Functii i Exoar;tgcle- Exonucle- ) Exonucle-
suplimentare aza aza

Activitatea polimerazica are urmatoarele particularitati:

» sinteza se produce doar in directia 5' — 3' prin addugarea
nucleotidului la gruparea 3'-OH a pentozei (fig. 7.3);
citirea are loc doar in directia 3' — 5';

in reactie doua grupe fosfat;

>
» pentru sinteza se utilizeaza precursori trifosfati, care pierd
>

ADN-polimeraza nu poate inifia sinteza unei catene noi de
ADN, ele au capacitatea doar de a extinde o catena
preexistenta de ADN sau ARN-primer.

G~
T

Fig. 7.3. Activitatea ADN-polimerazelor

Trifosfat

Dezoxiriboza

OH 3

Baza
azotatd




Capitolul 7

De rand cu activitatea sintetici, ADN
polimeraza contine subunitati care prezinta activitate
nucleazica pentru scindarea ARN-primerului din fragmentele
de ADN sintetizate sau excizia nucleotidelor in procesul de
corectie a erorilor introduse in timpul replicarii.

ADN-ligaza este enzima ce leaga capetele
fragmentelor de ADN sintetizate prin formarea legaturilor 3' —
5' fosfodiesterice.

Mecanismul replicarii

Sinteza incepe prin despiralizarea catenelor de ADN si
formarea furcii de replicare. Fiecare catend reprezintd o
matritd pentru catena nou formata. Despiralizarea este necesara
pentru expunerea bazelor celor doua catene in asa mod ca noile
baze sa le poatd recunoaste si sa formeze perechea
complementard. Sinteza decurge bidirectional: de la fiecare
punct de origine se formeaza doud furci replicative in directii
opuse fata de origine (fig. 7.8).

Replicarea necesitd un complex proteic numit
replizoma care recunoastere punctul de origine a acesteia si o
initiazd. Proteina / proteinele de recunoastere (la drojdii sunt
cunoscute cinci proteine) se leaga de ori si initiaza
despiralizarea locald a ADN in situsul DUE.

Complexul  multifermentativ, numit replizoma, se
misca de-a lungul ADN-ului si efectueaza sinteza pe ambele
catene ale furcii. Replicarea ar putea fi vazuta ca cresterea
continud a celor doud catene de ADN in dublul helix. Este
necesar de accentuat ca:

[] citirea matrifei se efectueaza doar in directia 3" — 5';
[J sinteza catenei noi se efectueaza doar in directia 5'—3".
In furca de replicare (fig. 7.4):
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= catena — matritd 3’ > 5 de ADN se numeste

catena — lider, se citeste in directia 3' — 5’; catena fiica
este sintetizatd neintrerupt in directia 5'—3’;

= catena - matrita 5'— 3’ estc numita catend — intarziatd,
se citeste la fel in directia 3' — 5’; catena fiica se
sintetizeaza la fel in directia 5 — 3' discontinuu, pe
fragmente, cunoscute ca fragmente Okazaki,. Lungimea
fragmentelor Okazaki este de 1000-2000 de nucleotide la
procariote si de 100-200 de nucleotide la eucariote.

. 5

—
Catenele de AD
nou - sintetizate

Fragmentele
3 T Okazaki

Fig. 7.4. Mecanismul replicarii intr-o furca replicativa

Conform ipotezei lui Artur Cornberg, catena intarziata,
este inversata la 180° (este aplicatd pe sine insasi). Astfel
moleculele ADN-polimerazei unite cu alte proteine ale
repliconului determina sinteza concomitentd a ambelor catene.

La intdlnirea a doud furci replicative procesul de
replicare se stopeaza. Enzima ADN-ligaza uneste intre ele
fragmentele Okazaki.
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Matrita catenei lider

{_\/ frr' ADN—puhmeraza. legata Molecula initials
’\/ de catena lider '

Matrita

. \— - catenei
/\'-L intarziate

| ADN—pu]i.méraza legata

Fragment de catena intarziata Catena /\’:\

Olkazaki nou-sintetizata

Fig. 7.5. Topografia replicarii conform ipotezei lui A. Cornberg

Etapele replicarii

1. Initierea include urmatoarele procese:

L atasarea replizomului la punctul de origine al replicarii si
despiralizarea locald a helixului ADN de catre helicaze;

% sinteza ARN-primerului — o0 secventd scurtd de
ribonucleotide — de catre primaza (o enzima cu actrivitate
ARN-polimerazica);

& adaugarea dezoxiribonucleotidelor complementare matritei
la capatul 3" al primerului realizatd de ADN polimeraza.

2. Elongarea se caracterizeaza prin alungirea catenelor nou -

sintetizate infaptuitd de ADN-polimeraza, ce se deplaseaza

rapid de-a lungul catenelor de ADN, facand posibila sinteza pe
ambele parti ale furcii Intr-un mod coordonat si eficient.

Evenimentele principale sunt:

U cresterea continud a catenei lider;
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& sinteza discontinud a fragmentelor Okazaki;
& controlul erorilor de imperechere a bazelor in timpul
replicarii si inlaturarea lor, infaptuitd de o exonucleaza
3’—5" din componenta ADN-polimerazei.
Terminarea include urmatoarele procese:
inlaturarea ARN-primerilor de catre o componenta
enonucleazica 5" — 3’ a polimerazei;
inlocuirea golurilor de catre ADN-polimeraza,
unirea capetelor fragmentelor catenelor de ADN sintetizate
cu ajutorul ADN-ligazei.

EE E®

Modele de replicare
Moleculele circulare ale procariotelor (nucleoidul,
plasmidele) se replica prin mecanismul replicarii de tip 6. Din
situsul ori pornesc concomitent doud furci replicative, ceea ce
duce la formarea unor structuri asemanatoare cu litera
greceasca 0 (teta) (fig. 7.6).

Q Rep]icaﬁa ﬁp e @
—b.

Fig. 7.6. Replicarea de tip 6 la procariote

La unii virusi, a unor celulele procariote §i eucariote,
existd un alt tip de replicare: replicarea dupad modelul inelului
rotitor (replicare de tip o). Nucleaza produce o ruptura
monocatenard cu formarea capetelor libere 5'-P si 3'-OH.
ADN-polimeraza sintetizeaza o moleculda complementara in
directia 5' — 3' prin rotirea matritet ADN. Capatul 5' se
departeazd de molecula inelard si serveste ca matritd pentru
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sinteza unei alte catene de ADN. Concomitent se pot
obtine mai multe copii ale genomului viral, care mai tarziu se
separa prin excizie cu endonucleaze specifice (fig.7.7., A).

Catena L

O
©

* Initierea sintezei catenei L

Ruperea unei catene
in punctul ori

3'-0H

O

5-p

Initierea sintezei catenei H

O

* Elongarea catenei L

* Sinteza catenei lider

0

5-p

* Sinteza fragmentelor Okazaki

SO

Terminarea sintezei catenei L

* * Elongarea catenei H

Formarea noilor molecule
circulare de ADN

O

* Terminarea sintezei catenei H

QOO
O

A B

Fig. 7.7. A. Replicarea de tip o la virusuri.
B. Replicarea de tip D in mitocondrii

in ADN __mitocondrial, care are o structurd inelard,
fiecare catend contine cdte un situs de initiere propriu. Sinteza
incepe de pe catena H (catena grea). In momentul cand furca de
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replicare ajunge la punctul ori al catenei L (catena
usoard) Incepe replicarea acesteia in sens opus. Astfel
replicarea celor doua catene este asincronica (replicare de tip
D) (fig. 7. 7., B).
La eucariote ADN este reprezentat de molecule liniare

Originea replicérii Criginea replicarii
mm m

Denaturarea
ADN-ului
Ochi Ochi
replicativ 1 replicativ 2
FITTPTTTTTTTIrrIr e T T I FITETFIm T PrT ri TR
) l"-'.-;, ) ) ) } l"f.-,., ) ) )

\ Sinteza hidirectionata l

a catenelor de ADN

i N RN
~—— |Furca 1 Furca 2| —= "'— —_—

l Intélnirea furcilor replicative l

Excizia ARN-primerilor

Completarea golurilor §i unirea
fragmentelor de ADN

Fig. 7.8. Mecanismul si etapele replicarii la eucariote
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mari, cu diferit grad de compactizare, iar viteza de
replicare este de ordinul a mii de nucleotide pe min (spre
comparatie la procariote — 30000 pb/min). Pentru asigurarea
sintezei Intregii molecule intr-un timp limitat (in celulele
umane 7 x10° pb se replicd in 8-9 ore) replicarea incepe in mai
multe puncte ori (cele 46 de molecule de ADN din celula
umani contin 10° —108 repliconi) (fig. 7.8).

La eucariote replicarea are loc numai in perioada S a
ciclului celular si este asincrond: secventele eucromatice se
replicd mai timpuriu, la inceputul perioadei S, iar secventele
heterocromatice — la sfarsitul perioadei S.

O particularitate a replicarii ADN eucariotic este ca
capatul 5' al catenei noi este mai scurt, deoarece nu exista
posibilitatea completarii golului dupa inlaturarea primerului
ultimului fragment  Okazaki. Astfel apare riscul ca 1In
succesiunea generatiilor de molecule sia se scurteze
cromozomii, ceea ce ar putea cauza pierderea informatiei
genetice de la capdtul lor. Pentru prevenirea pierderilor de
secvente terminale de ADN capatul cromozomului este
prevazut cu o structura speciala (telomerul) cu un mecanism
propriu de sinteza.

Regiunile telomerice ale cromozomilor se replica dupa
un mecanism special, cu participarea enzimei telomeraza,
formata dintr-o proteind cu functie de reverstranscriptie ce
contine ARN in calitate de matrita (fig. 7.9). In prima etapa
are loc asocierea telomerazei la capatul 3' al catenei lider din
regiunea telomericd. Ulterior enzima extinde catena, utilizdnd
ca matrifda ARN telomerazic. Procesul de extindere a capatului
3' se repetd de mai multe ori. Catena complementara a ADN
telomeric este sintetizatd dupa principiul catenei intarziate de
ADN-polimeraza.
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Catena initiala

2
TTEGGEGTTGEGEGETTGEEETTG

P«ACCC%:\ Catena Intarsiata incompleta
Unirea
telometazei

a
TTGGGGTTGGGGTTGGGGETTG

m) ajutorul

Extinderea
capatalui 3'

Telomeraza unitd cu matrita AR

3
i TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGEGGTIGGGGTIG
|

Completarea
catenei
intirziate

g
TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTIGGGGTTG]
AACCCC | CCCCAACCCCAACTCC

i+ ]
ADN-polimeraza

Fig. 7.9. Mecanismul activitatii telomerazei

Reparatia ADN

Procesul de restabilire a leziunilor din moleculele de
ADN care asigura pastrarea intacta a materialului genetic de-a
lungul mai multor generatii poartd denumirea de reparatie.
Acest proces este caracteristic doar pentru moleculele de ADN
si este determinat de particularititile de structura a acestor
molecule: existenta a doud catene complementare i
antiparalele.

In structura moleculelor de ADN pot surveni doud
tipuri de schimbari:
4  Substitutia unui nucleotid. Se afecteaza doar secventa
ADN-ului fara a ainfluenta structura lui. Aceste schimbari nu
se reflectd asupra proceselor de replicare sau transcriptie. Ele
pot apdrea ca rezultat al erorilor in cadrul replicarii din cauza
imperecherii necomplementare a bazelor (de ex., C::A) sau
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datoritd transformarilor chimice ale bazelor azotate:
(de ex., dezaminarea citozinei duce la formarea uracilului).
4 Modificari structurale. Se formeaza ca rezultat al aparitiei
legaturilor covalente nespecifice intre nucleotidele aceleasi
catene sau din catene opuse. De exemplu, razele ultraviolete
(UV) duc la aparitia dimerilor timinici — legaturi intre resturile
de timind aldturate, de pe aceeasi catend. Astfel de schimbari
pot impiedica replicarea si transcriptia.

Sistemele reparative principale intdlnite la diferite
organisme sunt:
[ reparatia directda — se intdlneste foarte rar si constd in
revenirea moleculei la starea initiala (de ex., prin aminare
U—C);
[1 fotoreactivarea — este este larg raspanditd in naturd si
constd in Inldturarea dimerilor pirimidinici cu ajutorul unei
enzime dependente de lumina;
[ reparatia prin excizie — constd in recunoastereca de catre
enzime a fragmentelor denaturate si inlaturarea fragmentului
monocatenar defect. Ulterior are loc restabilirea catenei lezate
cu ajutorul ADN-polimerazei, utilizindu-se ca matrifd catena
intactd. ADN-ligaza uneste fragmentul nou-sintetizat cu restul
moleculei, restabilind integritatea ei (fig. 7.10);
[1 reparatia prin recombinare — consta In excizia fragmentului
defectat, urmatd de importarea secventei corespunzatoare
normale dintr-o moleculd omoloaga de ADN (fig. 7.11).
Dimerul pirimidinic dupa recombinare este inlaturat prin
mecanismul repararii prin excizie (fig. 7.10, B);
] reparatia inducibila SOS - sistemul SOS functioneazd ca
rraspuns la actiunea unor factori de stres. De exemplu, la
E.coli sub actiunea socului termic sau a aparitiei dimerilor
pirimidinici se sintetizeaza abundent proteina RecA-proteaza,
cantitatea cdreia este reglatd de activitatea altei proteine —
LexA. Proteina LexA este unita la o secventa de ADN numita
blocul SOS care blocheaza sinteza enzimelor de reparatie.
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RecA-proteaza, fiind in cantitate mare, hidrolizeaza
proteina LexA, facand posibila activarea unor gene ce codifica
proteinele de reparatie (aproximativ 15 la numadr). Raspunsul
celulei se produce foarte rapid — in decursul catorva minute. In
a doua etapa se sintetizeazd in exces proteina LexA, care
blocheaza sinteza RecA-proteazei si peste 30-60 minute
sistemul de reparare se inactiveaza. Mecanismul de reparatie
SOS intervine in cazul leziunilor masive. Scopul lui este
completarea golurilor prin  mecanisme de excizie sau
recombinare. Acest tip de reparatie nu este intotdeauna foarte
exact, iar principiul complementarititii nu se respecta in toate
cazurile. Ca rezultat, moleculele reparate prin SOS pot contine
erori.

La eucariote au fost determinate mai multe gene incluse
in procesul de reparatic — de exemplu familia RAD de la
drojdii: RAD3 — reparatia prin excizie; RAD6 — reparatia post-
replicativa; RADS2 — reparatia prin recombinare.

La oameni cel mai bine a fost studiat sistemul
responsabil de maladia xeroderma pigmentosum (XP). XP este
o boald geneticd cu transmitere autosomal recisivd si se
caracterizeaza prin hipersensibilitate la lumina solard, in
deosebi la radiatia UV. Boala este determinatd de deficienta
mecanismelor de reparatie prin excizie.

Metilarea ADN

La procariote existd enzime care asigurd metilarea
(adaugarea grupelor metil —CH3) citozinei si adeninei, din care
rezultd metilcitozina si metiladenina. Secventele metilate sunt
rezistente la actiunea unor enzime specifice endonucleaze de
restrictie (restrictaze). La Dbacterii restrictazele digereaza
moleculele strdine de ADN, in timp ce ADN-ul propriu care
este metilat nu se hidrolizeaza. La eucariote metilarea bazelor
azotate conduce la inactivarea genelor nefunctionale. Astfel,
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regiunile heterocromatice din nucleu contin secvente
de ADN metilat.
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Dimer pirimidinic

FL CTA CEGTLC TACET AT

TH T TH

3 EATCCCACATEATACE
l Replicare

L CTA CGGTC TACT ATG G

THHHTTT R -1

2 | ——————— —
CATGEGC CA A A CLC

5 LTA CEGTE TALT AT

I EATECCACATCATACET

Completarea golului cu firagmeniul
l complementar din moelecula omoloaga

5 LTACGETC TACT ATGE
]

T LTI
3 EATEC CACATEATACLE

5 CLTA CCLETLC TALCT ATLGC G

l Restahiliarea moleculei - donoxr

5 CTA CECTCTACGTI ATEEG
1
T LTI
2 EATEC CAGATGATACELE

5 CLCTA CEGTE TALT AT G-

3 CATGCCACGCATGATIACEC

Fig. 7.11. Reparatia prin recombinare
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Verificarea cunostintelor:

1.

s wn

o

Definiti  notiunile:  replicare, replicon, replizoma,
polimeraza, fragment Okazaki, reparare, metilare.

Care sunt principiile ce stau la baza replicarii ADN?

Care sunt particularitatile replicarii la pro- si eucariote?

Ce componenti intervin in procesul replicarii?

Care sunt particularitatile sintezei catenei lider si catenei
intarziate?

Ce modele de replicare a ADN cunoasteti?

Cum se replica capetele cromozomilor?

Care sunt mecanismele ce intervin in stabilitatea moleculei
de ADN?

Care enzime intervin in procesul de reparatie?

. Care este importanta biologica a metildrii moleculelor de

ADN?
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