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! este 0 ramurd a ge-
neticii care studiazd natura chimica a genei
si modul in care functia genelor afecteaza
caracterele organismelor vii, chimia acizilor
nucleici si a altor molecule care participa la
replicatie, functie, mutatie si repararea mo-
leculei de ADN (Hartl & Jones).

Se considera ca inceputul geneticii mole-
culare dateaza imediat dupa descoperirea
Legilor ereditatii de citre Mendel (1865). In
anul 1869, Friedrich Miescher a izolat din
nucleii laptilor de somon si din alte celule, o
substanta pe care a denumit-o nucleina. Ul-
terior, R. Altman a constatat caracterul acid
al acestei substante, denumind-o acid nucle-
ic (1889). in anul 1884, O. Hertwig a avut
intuitia sa afirme ¢4 ,nucleina este substanta
responsabili nu numai pentru fertilizare, ci,
de asemenea, pentru transmiterea caracte-
risticilor ereditare...”. Cercetari ulterioare
au stabilit compozitia chimici a acizilor
nucleici, fiind evidentiata existenta a doua
tipuri de acizi nucleici, dependent de pen-
to7a pe care o contin i

ARN), cu riboza, si : i
. DN, cu dezoxiriboza. A fost pastrat
termenul generic de i, desi sa
stabilit ca acizii dezoxiribonucleici se afla
localizati cu preponderentd in nucleu, iar
acizii ribonucleici in citoplasma.

Astfel, inca din ultima parte a secolului al
XIX-lea erau cunoscute doud elemente ale

Geneticad moleculard

Scurt istoric

eredititii (legile mendeliene ale ereditatii si
acizii nucleici), insa rolul acizilor nucleici in
ereditate a fost demonstrat abia la mijlocul
secolului al XX-lea, cand au inceput efectiv
cercetarile de geneticd moleculari.

Rolul ADN in ereditate a fost stabilit de
citre O.T. Avery si colaboratorii (1944),
care au reluat un experiment efectuat de
E. Griffith (1928) la Streptococcus pneumo-
niae. Griffith a experimentat cu doua tulpini
de pneumococi: tulpina tip S virulenta, care
prezintd capsula si formeaza colonii netede
(susa Sy si tulpina R, avirulents, care nu
prezinta capsula si formeaza colonii rugoase
(susa R)). Prin mutatie, tulpina S poate
pierde capsula si se transforma in tulpina
acapsulata de tip Ry avirulenta. Experi-
mentele au fost efectuate la soareci, la care
s-au injectat intraperitoneal pneumococi vii
sau omorati prin soc termic, singuri sau in
amestec din ambele tulpini. S-a constatat ca
soarecii au murit in urma injectiei cu pneu-
mococi virulenti vii, de tipul S (situatie nor-
mala), insd si in cazul injectarii unui amestec
constituit din pneumococi tip Ry vii si §j
omorati prin soc termic, Grlfﬁth nu a putut
explica fenomenul de / ; ¢
descoperit in acest expenment respectiv
“transformarea pneumococilor avirulenti R,
in pneumococi virulenti de tip S;, care au
cauzat moartea soarecilor, pe baza cunos-
tintelor din timpul sau (fg. 1).
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Hig. 1. Experienta de transformare geneticd a
lui Griffith si a colaboratorilor sai

O.T. Avery si colaboratorii au reluat
experimentul, ficAnd infectii separate cu
diferite componente ale bacteriei. Astfel,
atunci cand pe mediul de cultura al bac-
teriilor de tip Ry au introdus ADN extras de
la bacterii de tip S, dupa 24 de ore au con-
statat prezenta coloniilor de tip Sy. Deci,
ADN bacterian poseda capacitate infec-
tioasd, el ﬁmd purtatorul informatiei gene-
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«. 2. Experienta de transformare geneticd a lui O.T.
Avery si a colaboratorilor sai

Capitolul 1

Rolul ARN in ereditate a fost demon-
strat independent de doud colective (H.
Fraenckel-Conrat si R. Williams in anul
1955, in S.U.A., si A. Gierer si G. Schramm
in 1956, in Germania), care au efectuat
experimente cu virusul mozaicului tutu-
nului (VMT). VMT este constituit dintr-o
moleculi lineard de ARN viral, protejatd de
o capsida virala, de natura proteica (ig. 3).
Ei au separat virusul in cele doud compo-
nente si au facut infectii separate cu aces-
tea. S-a constatat prezenta unei infectii
virale numai in regiunea unde a fost injectat
ARN viral, din regiunea respectiva fiind izo-
lat virusul intreg. Deci ARN viral poartd
informatia geneticd pentru sinteza intregu-
lui virus.

—

molecula
de ARN viral

Fig. 3. Structura VMT

Dezvoltarea ulterioara a geneticii mole-
culare a fost punctatd de urmatoarele eveni-
mente:

1945 — Erwin Schrodinger (Premiul
Nobel pentru fizicd in anul 1933), a emis
ipoteza conform céreia informatia genetica
pentru sinteza proteinelor se afla localizatd
in acizii nucleici;

1951 — a avut loc secventarea primei
proteine;

1953 — a fost stabilitd structura spatiald
a moleculei de ADN (J.D. Watson, FH.C.
Crick si M.H.E Wilkins, Premiul Nobel
pentru medicina si fiziologie, 1962); (fiz. 4);




Fig. 4. ].D. Watson si EH.C. Crick in fata modelului
moleculei de ADN, propus in anul 1953

1958 — a fost stabilitd replicarea semi-
conservativa a ADN;

1961 — a fost demonstrat caracterul
triplet al codului genetic;

1977 — s-a descoperit ca la eucariote
genele sunt constituite din introni si exoni;

1995 — a fost secventat genomul bac-
terian;

2001 — a fost secventat genomul uman.

Cercetarile din genetica moleculara au
condus la clonarea primei gene si implicit
la dezvoltarea unei noi ramuri a geneticii
moleculare, denumitd ingineria genetica
(tehnologia ADN recombinant) din care
s-a dezvoltat industria biotehnologiilor.

Stiati c4?

Dezvoltarea geneticii moleculare a fost
influentatd de (1) utilizarea unor instru-
mente si tehnici adecvate de investigatie;
(2) utilizarea substantelor fluorescente si
radioactive, si (3) tehnici de enzimologie in
analiza acizilor nucleici. Utilizarea tehno-
logiilor oferite de computer pentru a proce-
sa informatia biologica disponibila, adica
secventa de nucleotide din acizii nucleici,
respectiv de aminoacizi in molecula prote-
icd a condus la noi descoperiri in genetica
moleculari si biotehnologie. Astfel, recent
au apdrut noi domenii ale geneticii mole-
culare: bioinformatica, genoniica si proteo-
mica. Aceste domenii noi folosesc com-
puterul si softurile pentru a stoca, procesa
si analiza informatia biologica, respectiv
secventele de ADN si proteine.

Instrumentele si tehnologiile care au
contribuit la dezvoltarea geneticii molecu-
lare au fost variate: ultracentrifuga analitica,
microscopul electronic, electroforeza, difrac-
tia cu raze X si diferite tipuri de cromato-
grafte. Principalele tehnici utilizate au constat
in separarea, reunirea, sinteza sau ruperea
moleculelor de acizi nucleici. Separarea mo-
leculei de ADN s-a realizat prin procesul de
denaturare. Taierea moleculei de ADN in
fragmente de marime variabila s-a realizat
atat mecanic, cat si prin utilizarea enzimelor
de restrictie, care taie molecula de ADN la
nivelul unor anumite locusuri specifice.

George Emil Palade a primit in anul
1974, impreund cu Albert Claude si Chris-
tian de Duve, Premiul Nobel pentru Medi-
cina si Fiziologie, pentru ,descoperirile lor
privind organizarea structurala si functio-
nala a celulei”.

Victor Babes, in anul 1901, a fost privat
de obtinerea Premiului Nobel pentru
Medicina si Fiziologie, desi a avut priori-
tate fata de lucrarile lui Emil Adolf von
Behring, in cercetirile efectuate in dome-
niul seroterapiei si aplicérii ei in medicind.

Nicolae Paulescu a obtinut primul extras
de pancreas endocrin, stabilind rolul hipo-
glicemiant al pancreoziminei (insulina).

Premiul Nobel pentru Medicina si Fizio-
logie in anul 1923 a fost acordat canadienilor
F.G. Banting si JJ.R MacLeod pentru des-
coperirea efectuata cateva luni mai tarziu.

Gheorghe Benga si colaboratorii
(UMEF-Cluj), au descoperit prima proteind
canal pentru apd (aquaporina) in eritro-
citele umane, in 1985. Totusi, Premiul
Nobel pentru Chimie (2003) a fost acordat
lui Paul Agree, care a publicat cercetirile
sale trei ani mai tarziu (1988).



Capifolul

.| Acizii nucleici

BE» Compozitia chimic3 a acizilor nucleici

Acizii nucleici sunt substante macro-
moleculare, constituite din trei tipuri de
substante chimice: baze azotate (purinice
si pirimidinice), pentoze (glucide) si radi-
cal acid fosforic (tab. 1).

Principalele tipuri de baze azotate
purinice din molecula de acizi nucleici sunt
adenina si guanina (prezente atit in ARN,
cat si in ADN). In cazul bazelor azotate pi-
rimidinice, in molecula de ARN se afla cito-
zina si uracilul, iar in molecula de ADN
citozina si timina (Fg. 2). In molecula de
ARN, pentoza este reprezentati de riboza,
care este inlocuita cu 2-dezoxiriboza in
molecula de ADN (eliminarea unui atom
de hidrogen la carbonul din pozitia 2). In
molecula de pentoza, atomii de carbon se

noteaza cu specificarea prim, respectiv

Elementul structural al unui acid nucleic
il reprezinta nucleotidul. Un nucieotid este
alcidtuit dintr-o moleculd de baza azotatd
(purinicd sau pirimidinica), o molecula glu-
cid (pentozd) si 0 moleculi radical acid fos-
foric.

Bazele azotate purinice prezintd un
atom de hidrogen la Ny, iar bazele azotate
pirimidinice prezintd un atom de hidrogen
la N, dispozitie care favorizeaza formarea
unei nucleozide. Prin legarea unei mole-
cule de bazi azotata cu o moleculd de pen-
toza, in pozitiile Ng-C,” sau N,-C/’, cu eli-
minarea unei molecule de apd, va rezulta o
moleculd de nucleozid4. Prin atasarea unui
radical acid fosforic la atomul C;” sau C;’ al
pentozei, cu eliminarea unei alte molecule
de apa, se va forma o molecula de nucleo-

C/-C; (Eg. 5). tidd (fg. ©).
1 1 Compozifia chimic3 a acizilor nucleici
Compus chimic ARN ADN
Baze Purinice Adenina (A), Guanina (G) Adenina, Guanina
azotate Pirimidinice Citozina (C), Uracil (U) Citozina, Timina
Pentoza Riboza 2-dezoxiriboza
Acid fosforic Radical Radical
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Fig. 5. Glucidele (A) si bazele azotate (B) din com-

pozitia acizilor nucleici.

Deoarece in fiecare tip de acid nucleic
exista patru tipuri de baze azotate, rezultd
ca fiecare tip de acid nucleic contine patru
tipuri de nucleotide. Uneori, in nucleotide
sunt intalnite tipuri particulare de baze
azotate: b-metil-citozina (care determina

Fig. 6. Structura unei nucleotide

compactarea fibrelor de cromatind, avand
rol in reglajul genetic la nivelul fibrei de
cromatina), 5-hidroxi-metilcitozina (pre-
zenta la bacteriofagii din grupul T de la
Escherichia col) s.a.

B> Structura primari si secundari a ADN
Structura primara a acizilor nucleici [ADN]

Acizii nucleici sunt substante chimice
macromoleculare cu masd moleculara de
peste 10 000 daltoni, fiind polimeri de nucle-
otide. Daltonul este o unitate de masi mo-
leculara, fiind a douasprezecea parte din
masa unui atom de carbon (1,66 x 10724 g),

aproximativ egal cu masa unui atom de
hidrogen. Macromolecula de ADN de la
bacteriofagul ¢ x 174 are masa moleculara
de 1,7 x 10% daltoni, iar ADN bacterian are
o masa moleculara cuprinsa intre 4 x 10° si
5 x 10° daltoni.



Strizctura primard alacizilor nucleici
este o structura monocatenara si rezulta in
urma polimerizarii nucleotidelor. Polimeri-
zarea lor este facilitata de structura chimi-
cd a elementelor componente si de legarea
lor in molecula de nucleotid.

Doui nucleotide alaturate se leaga prin
intermediul unui radical acid fosforic.
Acesta uneste pentozele a doua nucleotide
vecine in pozitiile C;'-C,’ sau C,-C, (5g.7).
Astfel, daca intr-un nucleotid radicalul acid
fosforic este legat de atomul C;" al pento-
zel, acesta se va lega de pentoza nucleo-
tidului alaturat la atomul C,’, cu eliminarea
unei alte molecule de apd. In acest fel
rezulta lanturi de polinucleotide (ig. 7).

Caracteristica unei structuri primare
monocatenare este datd de secventa (ordi-
nea) nucleotidelor din catena de acid nu-
cleic, caracteristica pentru o anumita mole-
cula de acid nucleic. Structura primara
este caracteristicd pentru acizii ribonucle-
ici si pentru moleculele de ADN de la une-
le virusuri (virusul ¢ x 174, geminivirusuri
de exemplu). De mentionat ¢ in molecula
de ARN pot exista regiuni bicatenare, prin
rasucirea macromoleculei, pe mici porti-
uni, in jurul propriei axe si formarea de
punti de hidrogen de tipul A = U, respectiv
G =C (A =adening, U = uracil, G = guanina,
C = citozina).

Structura secundari a ADN

Structura secundard a macromoleculei
de ADN a fost stabilitd in anul 1953 de J.D.
Watson, FH.C. Crick si M.H.I. Wilkins
(Premiul Nobel pentru medicina si fiziolo-
gie in anul 1962). Ea corespunde tipului B
de ADN, prezent in regiunile cu eucroma-
tind, care contin gene active metabolic.
Conform acestui model, molecula de ADN
este alcatuita din doua catene macromole-
culare, antiparalele, cu directie diferita de
inaintare (antiparalele), rasucite in jurul
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#ig. 7, Structura primard a acizilor nucleici



