Organizarea superioara a ADN

La celulele procariote, ADN este organizat intr-un singur cromozom, care
contine ADN dublu-catenar, circular, supraspiralat. Cromozomii bacterieni sunt
organizati Tn structuri compacte, denumite nucleoizi, prin interactiunea cu
proteine histonice si participarea de cationi, poliamine (ca de exemplu spermina,
spermidina, putresceina, cadaverina), ARN, proteine nonhistonice.

Impachetarea cromozomului bacterian in nucleoizi. Cromozomul bacterian
circular este impachetat in aproximativ 40-50 bucle de ADN supraspiralat,
organizat pe un schelet format din ARN si proteine.

La bacterii, unde cantitatea de ADN este mult mai mica, compactarea
ADN se realizeaza prin superspiralarea formei B a ADN, superspiralare care
poate fi de acelasi sens (pozitiva) cu spiralarea formei B sau de sens opus
(negativa). Cromozomii bacterieni sunt structuri dinamice, care disociaza si se
refac rapid, ceea ce reflecta nevoia de sinteza rapida a ADN, diviziune celulara si
transcriptie rapide, ce caracterizeaza aceste organisme.

La organismele superioare, inclusiv la om, s-a constatat ca, in cursul ciclu-
lui celular, ADN este compactat in doua forme:
a)sub forma de cromozomi, in mitoza, structuri vizibile la microscopul optic
b)sub forma de cromatina, in interfaza, o structura mai putin densa decéat

cromozomii, mai adecvata desfasurarii proceselor de transcriptie si translatie

Lungimea ADN dintr-o singura celula umana este de aproximativ 1,74 m,
acest ADN gasindu-se in nucleul celular ale carui dimensiuni nu depasesc 10
um. Acest lucru este posibil printr-un fenomenal proces de impachetare, proces
prin care nu numai ca ADN este compactat la dimensiuni miniaturale, dar isi
pastreaza nealterat rolul functional.
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Studiile de microscopie electronica a cromatinei au relevat existenta unui
mare numar de particule sferice, cu densitate optica mare, care au fost denumite
nucleozomi. Aceste particule au diametrul de aproximativ 10 nm si sunt legate
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intre ele prin intermediul unor catene de ADN. Nucleozomii sunt constituiti din
proteine bazice numite histone, care se leaga de ADN, avand rol in compactarea
si protectia ADN fata de actiunea enzimelor hidrolitice (nucleaze) (Figura 14).
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Structura nucleozomului

Histonele sunt de cinci categorii (H1, H2a, H2s, Hs si H4), au un procent
ridicat de aminoacizi bazici in molecula si o conformatia globulara. Structura lor a
fost conservata in decursul evolutiei ceea ce sugereaza faptul ca functiile lor sunt
identice la toate eucariotele. In afara celor 4 histone ce formeaza miezul histonic,
exista si histona de tip Hi1 ce se leaga de ADN dintre nucleozomi, legatura
formata fiind cea mai slaba dintre legaturile ADN-histone.

Histonele din miezul histonic pot fi modificate chimic prin procese de:
acetilare, metilare, fosforilare, ADP-ribozilare si legare covalenta de ubiquitina. In
urma acestor modificari histonele sunt implicate in urmatoarele procese:

1. Acetilarea histonelor Hs si Ha induce activarea sau inactivarea transcriptiei
unor gene.

2. Acetilarea este asociata cu asamblarea cromozomilor in decursul
replicarii.

3. Fosforilarea histonei Hi este asociata condensarea cromozomilor in timpul
ciclului celular.

4. ADP-ribozilarea histonelor intervine in reglare ADN.

5. Metilarea histonelor este corelata cu activarea si represia procesului de
transcriptie.

Miezul histonicare o structura octamerica de forma(Hz/Ha) - (H2A - H2B)-.

Structura unui nucleozom are aspectul unui disc format dintr-un miez
histonic octameric alcatuit din cate 2 molecule de histone Hza, Hzs, Hs i Ha, care
este infasurat de o catena ADN prin 1,75 spire, dupa care catena ADN se
desprinde si face legatura cu urmatorul nucleozom, astfel obtindndu-se un
polinucleozom. Polinucleozomul are aspectul unui sirag de margele, in care
margelele sunt nucleozomii, iar ata siragului, catena de ADN. Intr-un nucleozom,
infagurarea celor 1,75 spire ADN de miezul histonic protejeaza de denaturare
intre 145 - 212 perechi de nucleotide. ADN, ce face legatura intre nucleozomi,
cuprinde 20 - 80 perechi de nucleotide si este protejat de histone de tip Hi.



in cromatind, polinucleozomii constituie 2 tipuri de nucleofilamente cu
structuri spiralate: nucleofilamente cu diametrul de 10 nm si nucleofilamente cu
diametrul de 30 nm rezultate prin superspiralarea celor cu diametrul de 10 nm.

Condensarea cromatinei in cromozomi mareste gradul de compactare al
ADN printr-un proces suplimentar de superspiralare si incolacire al
nucleofilamentelor din cromatina, formandu-se in final bucle de 30 - 100.000
perechi de nucleotide care alcatuiesc structura matriceald a cromozomului. in
metefaza cromozomii mamiferelor au o simetrie bilaterala, in care doua duplicate
identice (cromatide surori) sunt legate la nivelul centomerului. Centromerul este
o0 regiune bogata in ademina-timina (A-T) ce contin aproximativ 104 perechi de
baze. Capetele fiecarui cromozom se numesc telomeri si constau in secvente
repetitive de tipul 5-TTAGGG-3' ce se intind de-a lungul a catorva mii de perechi
de baze. Fiecare cromatida contine aproximativ 1,3 x 108 perechi de nucleotide,
astfel ca genomul uman haploid contine 3,3 x 10° perechi de nucleotide
organizate Tn aproximativ 1,7 x 107 nucleozomi. Lungimea fiecarei molecule
ADN ce contine un cromozom este compactata de peste 8000 ori pentru o
genera structura condensata.

In afara histonelor, in nucleu s-au identificat sute de tipuri de proteine,
denumite generic proteine nehistonice. Proteinele nehistonice cuprind enzimele
implicate in procesele de replicare a ADN (de ex. topoizomeraze) sau de
transcriptie a ADN (de ex. complexul ARN polimeraza). Elementul de baza al
acestui proces este nucleozomul. Rolul acestor proteine consta probabil in
controlul expresiei genice in timpul dezvoltarii si diferentierii celulare precum si in
asigurarea legaturii cu hormoni sau alte molecule reglatoare.

Secventa si functia ADN

Lungimea unei molecule de ADN "in vivo" ar corespunde unui cromozom,
cuprinzand 6 x 108 nucleotide la microbul Escherichia coli si 108 nucleotide la
om. Genomul (totalitatea cromozomilor din nucleul uman) are 46 cromozomi,
reprezentati prin 3,3 x 10° perechi nucleotide. In secventa nucleotidelor din mole-
cula de ADN se afld inregistratd informatia genetica. inregistrarea informatjei
este codificata, aceasta codificare facandu-se prin cele 4 nucleotide ATGC, care
sunt grupate sub forma unor triplete numite "codoni". Din cele 4 nucleotide se pot
forma 43 = 64 triplete, un numar foarte mare pentru a codifica cei 21 aminoacizi
din proteine. Surplusul de codoni determina un excedent de informatie privind
biosinteza proteinelor, fenomenul fiind denumit prin termenul de "degenerarea”
codului, ceea ce exprima faptul ca acelasi aminoacid poate fi codificat de mai
multi codoni, existand de asemenea si codoni "non sens", care nu specifica nici
un aminoacid, dar indica oprirea (respectiv declansarea) sintezei proteice.
Descoperirea codului pentru fiecare din cei 21 aminoacizi din structura
proteinelor se datoreaza lucrarilor lui Nierenberg, Ochoa, Khorana si Matthaei.
Redam in tabelul 3 codul genetic operational (adica "codonii replica" fata de
codonii fundamentali din ADN, transcrisi pe ARNm).

Tabelul 3. - Codul genetic operational (ARNm)
| Baza 1 | Baza 2 | Baza3 |




Baza 1 Baza 2 Baza 3

U C A G
PHE SER TYR CYS
U PHE SER TYR CYS

LEU SER STOP STOP
LEU SER STOP TRP

LEU PRO HYS ARG
LEU PRO HYS ARG
C LEU PRO GLN ARG
LEU PRO GLN ARG

ILE THR ASN SER
ILE THR ASN SER
A ILE THR LYS ARG
MET® THR LYS ARG

VAL ALA ASP GLY
G VAL ALA ASP GLY
VAL ALA GLU GLY
VAL ALA GLU GLY

Codul genetic este universal, adica indiferent de specie aminoacizii sunt
codificati de aceleasi triplete.

Prin urmare, in ADN-ul cromozomilor se gaseste inscrisa, sub forma
codificata intreaga informatie necesara dezvoltarii si multiplicarii unei celule.
Segmentele din ADN ce sunt implicate in realizare proteinelor au fost numite
gene. Informatia din ADN este copiata sub forma ARN si transformata in
proteine-factori de realizare a informatiei ADN. Corelatia dintre secventa
nucleotidelor dintr-o gena si secventa aminoacizilor dintr-o proteina codificata
constituie codul genetic. Pe baza acestuia s-a constatat, paradoxal, ca pentru
cele aproximativ 100000 de tipuri de proteine umane ar fi doar 1,1% din genomul
uman, ceea ce inseamna ca restul secventei ADN nu se regaseste in secventa
proteinelor (Figura 15).

Acest asa-zis exces de informatie este dat de :

- secvente necodante (inotrni) din constitutia genelor. Acestea reprezinta
cca 24% din genom.

- gene ce sintetizeaza alte tipuri de ARN ce nu codifica proteine, dar
asigura reglarea exresiei genelor codante implicate in dezvoltare si
adaptare la mediu.

- familii de secvente repetitive.
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Tipuri de secvente din genomul uman

Din figura 15 se observa ca genomul uman este alcatuit din urmatoarele
tipuri de secvente:
e Transpozoni (elemente transpozabile) — exista 4 mari clase:

- elemente lungi intercalate (LINEs = long interspersed elements)
avand o marime de 6-8 kpb (1 kpb = 1000 perechi de baze);
cuprind céateva dintre genele care catalizeazd transpozitia. in
genom exista aprox. 850 000 LINEs

- elemente scurte intercalate (SINEs = short interspersed elements)
cu o marime de 100-300 pb. Dintre cele 1,5 milioane de astfel de
elemente existente in genomul uman, mai mult de 1 milion sunt
elemente Alu, denumite astfel deoarece includ o copie a secventei
de recunoastere pentru Alu1 (o endonucleaza de restrictie)

- transpozoni asemanatori retrovirusurilor cu o marime de 1,5-11
kpb. Desi acestia nu se pot deplasa de la o celula la alta, din punct
de vedere al evolutiei sunt inruditi cu retrovirusurile, inclusiv HIV

- ramasitele transpozonilor (nefigurate aici) reprezinta mai putin de
1%, iar marimile lor difera semnificativ.

e Gene
e Secvente diverse

- repetitii ale secventelor simple (SSR = simple-sequence repeats)

- duplicatii intinse ale segmentelor (SD = large segmental
duplications )

Din acest punct de vedere al secventei, exista ADN nerepetitiv si ADN
repetitiv. Din prima categoire fac parte si genele ce se gasesc intr-o singura



copie Tn timp ce din a doua categorie sunt incluse secvente ce se gasesc intre 2
si 10* copii pe celula.

ADN repetitiv poate fi moderat sau inalt repetitiv constituit din secvente de
5-500 perechi de baze, repetate in tandem si ce contin pana la 10 milioane de
copii pe celula. Se considera ca au un rol structural in cromozom.

In categoria ADN moderat repetitiv, sunt secvente ce nu depasesc 108
copii / celuld, secvente intercalate cu secvente unice. In functie de lungime,
exista secvente repetitive intercalate lungi (LINES) si secvente intercalate scurte
(SINES).

O categorie distincta de secvente ADN este cea a microsatelitilor. Acestea
sunt secvente de 2-6 perechi de baze ce se repeta de pana la 50 de ori fie in
tandem, fie dispersat. Secvente comune de microsateliti sunt AC, TG, CG, AT,
CAG, CTG, CGG.

Numarul de repetiti si localizarea acestora constituie polimorfismul
microsatelitilor si reprezintd o caracteristicd individuald. Tn unele cazuri
modificarea structurii secventelor microsatelitilor este asociata cu aparitia unor
boli de ex. modificarea (CAG) in atrofia musculara spinobulbara, modificarea
CGG in sindromul fragil X etc.

1% din totalul ADN din celula este reprezentat de ADN-ul mitocondrial.
Acesta are o forma circulara si se gaseste in 2-10 copii in fiecare mitocondrie.
Acest ADN codifica ARN ribozomal, ARN de transport si ARN mesager pentru 13
proteine mitocondriale implicate in respiratia celulara. Restul proteinelor
mitocondriale, in numar de 54, sunt codificate de gene din nucleu.



