Structura ADN
Structura acizilor nucleici s-a definitivat la mijlocul secolului XX in urma
activitatii laborioase a unui mare numar de cercetatori. Astfel in 1944, Avery
descopera rolul ADN in transmiterea caracterelor ereditare; in 1951 Chargaff
stabileste egalitatea cantitativa intre componentele acizilor nucleici adenina-
timina respectiv citozina-guaning; in 1953 Williams demonstreaza structura
ordonata a ADN si in acelasi an Watson si Crick elaboreaza modelul dublu
spiralat al ADN.
In cadrul structurii acizilor nucleici se disting mai multe nivele de
organizare:
- structura primara, ce reda structura nucleotidica a lantului polinucleotidic;
- structura secundara, ce reda conformatia moleculei de ADN;
- structura superioara a ADN ce reprezinta modul de integrare al ADN in
nucleu si celula

Structura primara

Acizii__dezoxiribonucleici  (ADN). Structura primara, ca si in cazul
proteinelor reda felul, numarul, secventa si modul de legatura al nucleotidelor
componente. In secventa nucleotidelor este "codificatd" informatia genetica, prin
intermediul ei fiind transmise caracterele ereditare. In molecula de ADN se
gasesc patru tipuri de nucleotide, cu bazele azotate adenina (A), guanina (G),
timina (T) si citozina (C); in ADN nu se gasesc nucleotide cu uracil (U). Acizii
nucleici sunt formati din lanturi de nucleozide legate prin legaturi fosfodiesterice.
Lungimea acestor lanturi variazd considerabil. in general, lanturile de acizi
nucleici care contin mai putin de 50 nucleotide sunt denumite oligonucleotide,
n timp ce lanturile mai lungi sunt denumite polinucleotide. Fosfodiesterul leaga
gruparea hidroxil din pozitia 5' a unui rest, la gruparea 3' a urmatorului rest. Un
capat al polinucleotidului trebuie sa se termine in pozitia 5'-OH, in timp ce celalalt
se termina cu 3'-OH (directionalitate). Aceste capete sunt denumite 5'-terminal,
respectiv 3'-terminal.

Legatura dintre doua mononucleotide succesive din lantul de ADN se face
prin intermediul moleculei de H3zPO,4. Se realizeaza o legatura monofosfat-
diesterica intre —OH-ul de la C's al pentozei unui mononucleotid si —OH-ul de la
C's al pentozei mononucleotidului urmator. Redam, in Figura 7 o secventa de 4
nucleotide dintr-un fragment de ADN (a) si sub forma schematizata (b).

Din schemele prezentate se evidentiaza faptul ca fiecare fragment de
ADN are un capat 3' si unul 5'.
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Secventa polinucleotidica a ADN

Conformatia polinucleotidelor

Bazele azotate sunt responsabile de conformatia polinucleotidelor,
deoarece contin azot si atomi de oxigen, care pot interactiona cu alte grupari
polare. Fetele ciclurilor nu pot participa la astfel de interactiuni, dar reactioneaza
in schimb unele cu altele, rezultdnd o conformatie infasuratda ordonat.
Infasurarea bazelor reduce suprafata hidrofobica. Acest aranjament al bazelor
este stabilizat si de alte interactiuni electronice favorabile (forte van der Waals).
Polinucleotidele adopta conformatii care favorizeaza interactiunile dintre bazele
vecine. Constrangerile impuse structurii de catre legaturile pentoza-fosfodiester
favorizeaza structura helicoidala. Suprastabilitatea acestei structuri helicoidale
este dependenta de factori ce includ natura bazelor, pH, concentratia sarurilor,
temperatura. De exemplu, unele polinucleotide sintetice, ca de exemplu poli(C) si
poli(A), formeaza elice infasurate spre dreapta, in care bazele sunt puternic
impachetate. Multe alte polinucleotide ramén ,dezordonate” in solutie,
conformatie denumita ,spirala dezordonata”(random coil). Un numar mare de
polinucleotide cu structura neregulata, prezinta atat structura helicoidala cat si
regiuni neregulate, ce depind de secventa locala. Caracteristicile solutiei joaca
de asemenea un rol in determinarea conformatiei polinucleotidelor. De exemplu,
concentratile mari in cationi, in special ioni divalenti de Mg2+ stabilizeaza
conformatia helicoidala prin schimbul de ioni cu grupérile fosfodiesterice. in lipsa
acestor schimburi ionice, sarcinile negative ale fosfatilor ar stabiliza helixul prin
respingere electrostatica.



Stabilitatea lantului polinucleotidic

Polinucleotidele sunt relativ stabile in solutie apoasa la pH neutru. A fost
estimat ca timpul de injumatatire pentru hidroliza legaturilor fosfodiesterice din
ADN este de aproximativ 200 milioane de ani. Aceasta inalta stabilitate a ADN il
face potrivit pentru stocarea informatiei genetice. in schimb, ARN este mult mai
susceptibil hidrolizei. Prezenta gruparilor 2'-OH permite transesterificarea
legaturii 3'-5'-fosfodiester. Rezultatul consta in scindarea lantului polinucleotidic,
lasand un 2',3'-fosfat ciclic la un fragment si gruparea 5'-OH libera la celalalt.
Datorita acestei labilitati, ARN este mai putin potrivit ca material genetic in
comparatie cu ADN.

in timp ce lantul ADN este relativ stabil la hidroliza, existd totusi
numeroase enzime ce catalizeaza scindarea legaturilor fosfodiesterice. Aceste
enzime, denumite nucleaze se diferentiaza in functie de tipurile de polinucleotide
pe care le hidrolizeaza si legaturile specifice asupra carora actioneaza (Figura 8).
De exemplu, exonucleazele scindeaza ultimul rest nucleotidic de la capatul 3'-
sau 5'-terminal al polinucleotidului. Nucleazele care scindeaza legaturi
fosfodiesterice aflate 1n interiorul lanfului polinucleotidic sunt denumite
endonucleaze. Aceste enzime nu necesita capat terminal; de aceea ele pot cliva
si polinucleotide circulare. Endonucleaze ca DNase | si DNase |l hidrolizeaza
ADN cu o selectivitate redusa. Alte enzime, endonucleazele de restrictie,
recunosc si cliveaza secvente strict specifice. Aceste endonucleaze de restrictie
au fost in mod particular folosite in metodologiile de secventare a ADN, conferind
baza pentru tehnicile de recombinare a ADN. Nucleazele manifesta de
asemenea specificitate pentru anumite structuri polinucleotidice. De exemplu,
unele nucleaze actioneaza asupra polinucleotidelor mono-si dublu-catenare, in
timp ce altele actioneaza numai asupra uneia dintre aceste doua structuri. Unele
nucleaze actioneaza atat asupra ADN cat si asupra ARN, in timp ce altele
actioneaza doar asupra unui anumit tip de polinucleotide.
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Exonucleazele indeparteaza reziduuri nucleotidice de la unul din capetele
polinucleotidului, Tn functie de specificitatea lor. Endonucleazele hidrolizeaza
legaturi fosfodiesterice interne. Ambele nucleaze prezinta specificitate in ceea ce
priveste legatura oxigen-fosfor ce urmeaza a fi hidrolizata.

Structura secundara
in 1953 Watson si Crick au propus un model al structurii secundare de
ADN, care tine cont de diversele proprietati ale moleculei. De importanta au fost
urmatoarele date :
— caracterul acid al substantei ("acid nucleic");
— analiza chimica privind compozitia bazelor in oricare molecula ADN
demonstreaza ca raportul adenina + guanina / timina + citozina = 1; in conse-



cinta, suma bazelor purinice este egala cu cea a bazelor pirimidinice (A+G =
T+C);

— datele furnizate prin studiul difractiei razelor X sugereaza o configuratie
helicoidala;

— rezultatele studiului pe model care sugereaza o stabilitate maxima a moleculei
ADN atunci cand lanturile polidezoxiribonucleotidice sunt mentinute impreuna
prin numar maxim de legaturi de hidrogen intre baze.

Pe baza acestor date modelul propus a postulat ca molecula de ADN este
alcatuita din 2 catene polinucleotidice infasurate in jurul unui ax comun,

catena Perechi de catena
fosfat - baze fosfat -
pentoza pentoza

Catena
pentoza - fosfat

1 Perechi de haze

“santul” (groove) minor

] “santul” (groove) major

imaginar, constituind un dublu helix, cu bazele azotate proiectate spre interior,
perpendicular pe ax. Cele doua catene sunt legate intre ele prin punii de
hidrogen, stabilite intre "bazele complementare" perechi (A=T si G=C), adica cele
ce asigura un numar maxim de legaturi si deci o stabilitate maxima; intre A si T
se poate forma numarul de maxim 2 punti de hidrogen, iar intre G si C maxim 3.
Molecula de ADN seamana cu o "scara in spirald", balustradele fiind formate din
H3PO, si dezoxiriboza, iar treptele din puntile de hidrogen care leaga bazele
azotate. In figura 9 reddm modelul dublului helix al ADN si a modului cum se
realizeaza legaturile de hidrogen.

Structura secundara a ADN

Distributia celor doua catene in helix este antiparalela.
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Structura antiparalela a catenelor ADN

Diametrul elicei este de 20 A, iar pasul ei de 34 A. in cei 34 A sunt
cuprinse 10 perechi de nucleotide. Perechile de baze sunt astfel rotite cu 360°/10
= 36°, unele in raport cu altele, aproape suprapuse. Distanta dintre perechile de
baze succesive este de 34/10 = 3,4 A, deci structura se repetd dupa 10 baze.
Cele doua catene polinucleotidice ale dublului helix nu sunt identice, ci
complementare una celeilalte. La stabilirea dublului helix contribuie major si
legaturile van der Waals ce se stabilesc intre bazele azotate adiacente, care nu
au insa un caracter de specificitate. Se creeaza astfel in cadrul structurii
helicoidale, dupa cum se observa si din figura 9, doua ,scobituri” sau ,santuri”,
una mica si una mare, ce alterneaza, acestea fiind locuri in care au loc
interactiuni cu proteinele, fara a fi afectata structura dublu catenara a ADN.

Structura helicoidala a ADN nu se mentine in orice conditii, insasi
formarea ei este conditionata de concentratii saline mari, care, reducand
respingerea electrostatica a gruparilor fosfat ionizate la pH = 7,0 (ce se opun
realizarii unei structuri compacte), favorizeaza fortele ce tind sa determine
infagurarea moleculei. In aceste conditii, structura secundara realizata este, in
esenta, rezultatul legaturilor de hidrogen si al fortelor hidrofobe. Pe langa cele
aratate, de importanta deosebita este si un fapt de semnificatie biologica:
modelul de structura secundara prezentat explica foarte bine capacitatea de
replicare semiconservativa a materialului genetic, prin care, in cursul diviziunii
celulare, se pot obtine doua copii identice ale elicei parentale, asigurandu-se
transferul acesteia, identic din punct de vedere cantitativ si calitativ, de la o
generatie celulara la urmatoarea.

Modelul Watson-Crick reda conformatia predominantda a moleculei de
ADN, fiind numit forma B a structurii ADN. In mediul apos celular, structura ADN



are un caracter dinamic, putand adopta cel putin sase conformatii, de regula pe
portiuni restranse ale moleculei. Cele mai intalnite conformatii alternative sunt
formele A si Z (Figura 11).

Forma A are aceeasi structura ca si forma B, fiind in schimb mai compacta
prin faptul ca dispune de 11 perechi de baze pe spira, iar lungimea spirei are 26 A.
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Modele ale structurii dublu elicoidale

Forma Z, difera structural de formele A si B, fiind o elice cu infasurare pe
stdnga, cu un grad mai mic de compactare. Astfel, o spira contine 12 perechi de
baze, avand lungimea de 57 A. Forma Z se intalneste numai in acele portjuni
ale catenei polinucleotidice, in care exista o alternanta a bazelor purinice cu cele
pirimidinice. Spre deosebire de formele A si B ce au conformatie anti, forma Z
are conformatie syn, ceea ce explica structura mai afanata a acesteia. Cele doua
conformatii minoritare A si Z sunt instabile, semnificatia biologica constand in
reglarea expresiei informatiei genetice.
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