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Structura chimica a ADN-ului

- in 1869 Friedrich Miescher izoleaza din nuclei o substanta alba pe care o denumeste nucleina. Datorita caracterului usor acid capatda mai apoi denumirea
de acid nucleic.

- functia si structura acestei substante raimane necunoscutd pana in jurul anilor 1920. ']' ']'
HO —C—H HO —C—H o
Acizii nucleici sunt polimeri rezultati in urma legarii prin l\u H\/:/ C\H H\/C/
legaturi fosfodiesterice unui numar mare de nucleotide. Functie 1 NG M 1 NG amc?”
de tipul de nucleotide, acizii nucleici se clasifica in: Mo oH o oH
- acid ribonucleic (ARN) — contine in structura sa riboza;
- acid dezoxiribonucleic (ADN) - contine in structura sa 2’-dezoxi-B-D-ribofuranozgs-D-ribofuranoza (ARN)
deoxiriboza; (ADN) - &
O nucleotida este alcatuita din 1
. un glucid cu 5 atomi de C (riboza sau deoxiriboza) in forma 5
furanozica: NH, Grupa fosfat 0
. o grupare fosfat (PO,) legatd de atomul C 5 al glucidului; Nfc\sc/ ;'\ My > N\
. bazi azotati legati de atomul C1 al glucidului; H_<|;2\ /4<|;|\9 gc—H L - /ll\ Pl
Baza azotata se leagd printr-o legatura glicozidica de pentoza b HN N |
formand un nucleozid. O nucleotida se defineste astfel ca fiind Adenlnr: (A) GuaninaH (G)
un ester fosforic al nucleozidului corespunzator. ‘ o T R)
PO, urine
In acizii nucleici se intélnesc doua tipuri de NHy o 2
baze azotate: NES S NG, H O O
.purinice - doua heterocicluri cu N: Adenina 12 o1 | [ | [
. . N . = <Ll sC—H ¢C\ _C /c\ _C
(A) si Guanina (G) in ADN si ARN o N o N H o” '?' 3
.pirimidinice — un heterociclu cu N: Citozina H Uraci| () Timina (T)

(C) si Timina (T) in ADN si C si Uracil (U) in
ARN @ @

OH

lCitozina (C) (doar in ARN)  (doar in ADN)

Pirimidine (Y)
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Structura primara a ADN-ului

intre gruparea -PO, de pe carbonul 5 (pozitia 5') al unei nucleotide si gruparea -OH de pe carbonul 3 (pozitia 3') al altei
nucleotide se poate elimina o molecula de apa cu formarea unei legaturi fosfodisterice (-O-P-O-). Se pot astfel forma

astfel catene lungi de nucleotide al caror schelet are structura: 5

BORCIENENE--0-c.-c,-Cs0........ P-0-C5-Cy-C4-OHE -
4

Nucleotida 1 Nucleotida 2 Nucleotida n

Aproape toate moleculele de ADN au doua capete diferite: Bage
- capatul 3' cu o grupare -OH libera; CH
2

- capatul 5’ cu o grupa -PO, libera. Ce molecule de ADN nu respectd aceasta reguld?
o

Prin conventie, secventa de nucleotide a ADN-ul se noteaza in directia 5' — 3' (
Secventa de nucleotide GTCCAT se refera la o catena cu structura:
5' PO,-G-PO,-T-PO,-C-PO,-C-PO,-A-PO,-T-OH 3'

Sinula

3' HO-G-PO,-T-PO,-C-PO,-C-PO,-A-PO,-T-PO, 5' care este o molecula diferita

3!
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Compozitia in baze azotate a ADN-ului

Analiza lui Chargaff privind compozitia in baze azotate a ADN-ului
Procente molare

Organism A T G C
Escherichia coli tulpina K12 26.0 23.9 24.9 25.2
Mycobacterium tuberculosis 15.1 14.6 34.9 35.4
Drojdia de bere 31.3 32.9 18.7 17.1
Hering 27.8 27.5 22.2 22,6
Sobolan 28.6 28.4 21.4 21.5
Om 30.9 29.4 19.9 19.8

De ce procentele nu sunt perfect egale?

Regulile lui Chargaff:

Intr-o molecula de ADN au loc intotdeauna urmatoarele relatii: o h

. proportia de A este intodeauna egala cu cea de ”ff;Ig

T, iar ceade Gcuceade C e S o

A=T; G=C G . S

. proportia de baze azotate purinice este i St i

intotdeauna egala cu cea de baze pirimidinice
A+G=T+C

0" °N
H

NH, o]
CHy N )\NH
el Ty 18

(a)

ADN ARN
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Structura tridimensionala a ADN-ului

. Analizdnd modul in care razele X sunt difractate de o fibra cristalizata de ADN,
Franklin propune in 1953 ca molecula de ADN are forma de tirbuson, cu
diametrul de 2 nm si o spira de 3.4 nm;

. Watson and Crick propun in 1953 un model al structurii ADN-ului ce are la
baza un dublu helix;
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Structura tridimensionala a ADN-ului

- Scheletul moleculei este reprezentat de catenele cu legaturi fosfodiesterice ce formeaza un dublu helix spre
dreapta. Catenele sunt antiparalele, una are orientare 5' — 3'iar cealalta 3' — &'

=)

Bazele azotate sunt orientate spre o . ¥ ’S“\; ' O\\ (f e
interior. Intre bazele de pe o catena si -t ”C/ So—H
formeaza legaturi de hidrogen pe baza N (’3 \—39 ""/'N 1\11
de complementaritate: A-T (2 legaturi He o/ ~C \N\\‘H o e
G-C (3 legaturi). O pereche de baze \ /é (fj éf n,‘
azotate complementare formeaza un AC_/I}\I s\ “~H T \
plan perpendicular pe catena. Distanta A ~»
dintre 2 perechi de baze (pb) 1A
consecutive este de 0.34 nm. “ JH O m

A"

. Legaturile se formeaza intotdeauna ‘:i H/N3C/C/ S _H
intre o baza purinica si una VRS SV
pirimidinica - dimensiunea unei //N\C/ N gt N\C/N\
perechi de baze complementare H— € (}% | I C-v
(pb) si deci diametrul helix-ului dublu G N~ \N¢C\N/H\ 0 C |
este constant — 2 nm C-1 st A7 '

'|| \ >
‘ 10.82\
e
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Structura tridimensionala a ADN-ului

- O spira completa a dublul helix-ului are 10 pb - 3.4 nm
- Au fost descrise doua santuri:

— santul mare — larg de 2
- santul mic - larg de

36 A
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Conformati ale moleculer de ADN

Catena de ADN (st ARN) este deosebit de flexibila si poate adopta diverse
conformatii. Aceasta flexibilitate rezulta din:

1. rotatia libera a covalentelor ce alcatuiesc legatura fosfo-diesterica —
au fost descrise 6 unghiuri posibile de rotatie, notate: a., 8, v, 0, €, C.

2. rotatia libera a legaturii glicozidice C1” - N - al 7-lea unghi de
rotatie, notat y. O serie de constrangeri sterice fac ca acest unghi sa
ia valori limitate, in raport cu glucidul bazele azotat putand avea 2
orientdri distincte: syn s1 anti (pentru purine doar anti)

NH, NH, NH, 6 € -zeta
0 Ly L
HOCH2 HOCHZ: : j’ HOCHZ: : :.’ 5 03'2 /
syn-féim‘;‘ie anti-Adenosine ant-Cytidine C-endo
c
3. conformatiile posibile ale restului glucidic - B
03 CZ-erdo
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Conformati ale moleculer de ADN

Functie de valorile pe care le iau cele 7 unghiuri si conformatia restului de
deoxiriboza au fost descrie 3 forme majoritare diferite ale moleculei de ADN:

1.Conformatia sau forma B (ADN-ul B) — este structura descrisa de
Watson-Crick, forma in care ADN-ul este cel mai stabil in conditii
fiziologice, o spira completa este alcatuita din 10,5 baze;
2.Conformatia sau forma A (ADN-ul A) - forma in care ADN-ul este
cel mai stabil in medii ne-apoase; helix-ul este mai larg, bazele nu
sunt perpendiculare pe catene ceea ce face ca santul mare sa fie mai
adanc, o spira completa contine 11 baze ;

3.Conformatia sau forma Z (ADN-ul Z) — helix-ule este spre stanga, o
spira completa contine 12 baze.

A form B form Z form
Helical sense Right handed Right handed Left handed
Diameter ~26 A ~20 A ~18 A
Base pairs per
helical turn 11 10.5 12
Helix rise per base
pair 2.6 A 34A 3.7A
Base tilt normal to
the helix axis 20° 6° 7°
Sugar pucker C-3" endo C-2" endo C-2’" endo for
conformation pyrimidines;
C-3’ endo for
purines
Glycosyl bond Anti Anti Anti for
conformation pyrimidines;
syn for purines
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Stabilirea structuri1 primare a ADN-ului

Secventierea ADN-ului - procesul de identificare a ordinii precise a nucleotidelor (ATCG) intr-o

molecula de ADN — structura primara a ADN-ului.

In prezent existd numeroase metode de secvetializare a ADN-ului clasificate in:
- metode derivate de la metoda chimica a lui Maxam si Gilbert;

- metode derivate de la metoda enzimatica a lui Sanger;
- metode de ''noua generatie (next-gen)'' sau mai corect metode de secventiere

in masa (high throughput) — pirosecventiere, ion-torrent, etc.

Metoda enzimatica Sanger

- una din primele metode de secventializare a fost descrisa in 1977

de Frederick Sanger care a primit cel de-al doilea premiu Nobel pentru
descoperirea sa; Frederick Sanger - 13 August 1918 — 19 November 2013
- se bazeza tot pe reactia de replicare a ADN-ului catalizata de o polimeraza

ADN-dependenta;

Elementele esentiale realizarii unei reactii de secventiere prin metoda Sanger

a) fragment ADN de secventiat — o moleculd de ADN monocatenara;

b) polimeraza ADN;

c) cele 4 deoxinucleotide obisnuite (ANTP: A, T, C, G);

c) o oligonucleotide amorsa (primer) complementare cu molecula de secventiat marcata radioactiv

si care ofera un capat 3' liber;

d) 4 di-deoxinucleotide (ddNTPs: ddA, ddC, ddG, ddT) — nucleotide ce nu au gruparea hidroxil in
pozitiile 2' (deoxi) si 3" (d1).
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Etapele reactiei de secventializare ADN prin metoda Sanger

1) Legarea oligonucleotidului primer

5,

Oligonucleotidd primer marcata radioactiv

2) Elongarea primerului prin actiunea ADN polimerazei in prezenta dNTP si ddNTP cu sinteza unei
catene noi. Reactia se realizezd in 4 eprubete diferite, fiecare continand un singur tip de ddNTP
(ddATP, ddGTP, ddCTP sau ddTTP). Incorporarea unui ddNTP in noua cateni face ca sinteza
acesteia si se opreascii (ddNTP sunt "terminatori" de catend). Incorporarea unui ddNTP de citre
ADN-polimeraza este un proces statistic ceea ce face ca prin elongare si se genereze in fiecare

eprubeta cate o colectie de catene ADN nou sitetizate de dimensiuni diferite.

ddA +
AT, C; G

#TCGACGGGC
Amorsa #

#ddA
#AGCTGCCCG

3/16/26

ddT +
A;T; C; G

#TCGACGGGC
Amorsa #

@ ddC + @ddG +

A;T; C; G AT GG
#TCGACGGGC #TCGACGGGC
Amorsa # Amorsa #
#AGddC #AddG
#AGCTGddC #AGCTddG
FAGCTGCAdC #AGCTGCCCddG
#AGCTGCCddC HAGCTGCCCG
#AGCTGCCCG

Curs V - Structura acizilor nucleici
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Etapele reactie1 de secvenfiere ADN prin metoda Sanger

3) Separarea catenelor nou sintetizate functie de dimensiune — se realizeza prin electroforeza —
moleculele de ADN sunt incarcate negativ si la aplicarea unui curent vor migra spre polul pozitiv.

Electroforeza se realizeaza in geluri de poliacrilamida ce actioneza ca o sita, franand moleculele mari,
astfel incat moleculele mici vor migra mai mult 1ar cele mari mai pufin.

Fragmente mari

Gel

Fragmente mici
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Etapele reactie1 de secventiere ADN prin metoda Sanger

4) Vizualizarea catenelor nou sintetizate — se realizeza prin autoradiografie — pe baza marcajului
radioactiv al oligonucleotidului amorsa.

[

@ @ @ @ A CG T
#AGCTGCCCG || xAGCTGCCCG ||#AGCTGCCCG AGCTGCCCG | o mum mmm wmm

#AGCTGCCCddG — G

#AGCTGCCddC — c

#AGCTGCddC — C

#AGCTGddC — C

#AGCTddG — G

AGCddT Ll |

#AGddC — C

#AddG — G

_|_ ddA — A

Schema autoradiografiei unui gel de secventializare
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Secventierea ADN-ului

A C G T
1

—
=

'’
il

?l L
n

l?(l

i

| Il
|Il

OOT>OP>Z>>—>>0O—1>0

3

98
A g
—
N

Care este secventa fragmentului de ADN prin a cirui
secventiere Sanger se obtine gelul de alaturi?

Secventa citita de pe gel:
5’ -GCAGAAATAAGTAC-3" decisecventa catenei de secventiat era:
3" -CGTCTTTATTCATG-3'
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Secventierea ADN-ului

O varianta a metodei Sanger este:
— utilizarea de '"'terminatori'' de catena marcati fluorescenti. Fiecare din cele 4 ddNTP sunt marcate

cu cate un florocrom diferit (ddA — verde, ddT — rosu, , ddC — albastru). Reactia se

desfasoara intr-o

singura eprubetd, iar fragmentele generate sunt separate prin electroforeza. Ordinea

nucleotidelor este cititd cu ajutorul unui laser si reprezentata ca "peak-uri".

3/16/26

ddA; ddT;
ﬂ ddC +

AT, C; G
TCGACGGGC

#ddA
#A

#AGddC

#AGCddT

#AGCT
#AGCTGddC
#AGCTGCddC
#AGCTGCCddC
#AGCTGCCC
#AGCTGCCCG

Separare m

functie de

uncie #AGCTGCCC

dimensiune #AGCTGCCAdC == —
—

#AGCTGCddC ==
#AGCTGddC == —

#AGCT
#AGCAdT —-——
#AGddC -_—
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Secventierea ADN-ului

Primer
L 3 . Template of l
= unknown sequence
\ —.| Dye-labeled segments
—_— \ DNA = | applied to a capillary
. . |==| geland subjected to
DNA polymerase, migration Hay electrophoresis
four dNTPs, -
four ddNTPs l -
_ﬂ\ e
Q.\ =t =
— — o
e—— ==| Laser beam
Detector Laser

—

l Denature
. e—A Dye-labeled

. segments of DNA,
— copied from
& template with

@ unknown sequence

&

L

CCTGT TTGATGGTGGTTCCGAAATCGG

l Computer-generated result after
bands migrate past detector
Figure 8-34

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company
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Metode de secventiere “de noua generatie”

Nevoia de a secventia cantitati mari de ADN (genomul uman - 6.27 Gpb, un genom
bacterian 4-5 Mpb) rapid si cu costuri reduse a dus la aparitia unor noi metode de secventiere, ce
functioneaza dupa principii diferite de metoda Sanger. Aceste metode au fost numite general next
generation sequencing / Nextgen / metode NGS / metode de noua generatie. Primele metode
Nextgen au aparut in ani 80. De atunci s-au dezvoltat succesiv doua generatii de metode de
secventiere si este de asteptat ca noi metode sa fie dezvoltate in viitor. De aceea termenul Nextgen a
devenit ambiguu si se prefera inlocuirea sa cu:

1. Metode de secventie de generatia a Il / secventiere masiva paralela / metode de secventiere a
fragmentelor mici: secventierea prin hibridizare si secventierea prin sinteza (SBS — sequencing

by synthesis)

2. Metode de secventie de generatia a lll / metode de secventiere a fragmentelor lungi: SMRT
(Single Molecule Real Time) si secventiere folosind nanopori proteici Oxford Nanopore
Technologies

Toate aceste metode permit generarea unui numar semnificativ mai mare de nucleotide secventiate
comparativ cu metoda Sanger, de aceea ele mai sunt denumite si metode metode extensive (High-

throughput)
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Metode de secventie de generatia a 11

Secventierea prin hibridizare - a fost dezvoltata in anii 80 si si-a gasit aplicatii mai ales in diagnostic,
insa impactul acestei tehnologii in prezent este redus

Secventierea prin sinteza - SBS — moleculele de ADN sunt fragmentate enzimatic sau mecanic in
bucati cu lungimea de cateva sute de nucleotide. Aceste fragmente sunt apoi imobilizate pe suporturi
solide si fiecare fragment este amplificat individual prin PCR pentru a forma grupe (clustere) de
secvente identice, copii ale fragmentului de ADN matrita. Suprafata solida este parte a unui canal prin
care circula reactivii necesari procesului de secventiere. Pe suprafata solida de cativa cm latime sunt
atasate astfel milioane de clustere de fragmente de ADN, fiecare cluster continand copii ale aceleiasi
molecule. Clusterele vor fi secventiate simultan, fiecare cluster generand date de secventa ale
fragmentului original. Functie de modul cum se detecteaza secventa din aceste clustere, tehnologiile
SBS se clasifica in:

A. Pirosecventiere sau secventierea 454 - solutii cu cate una din cele 4 dNTP spala suprafata solida pe
care sunt fixate clusterele de fragmente alternativ. Solutia cu un dNTP sta in contact cu suprafata solida
suficient cat aceasta sa fie incorporata in catene de ADN complementare cu cele din cluster de catre o
ADN polimeraza. Excesul de nucleotide este apoi distrus de o apiraza inainte de a veni pulsul cu
urmatoare nucleotida. Daca o nucleotida este incorporata in unul din clusteri, incorporarea sa va fi
insotita de eliberarea unui rest de pirofosfat. Enzima sulfurilaza foloseste acest pirofosfat pentru a
transforma adenozine 5'- fosfosulfatul din mediu in ATP, iar ATP-ul este utilizat de enzima luciferaza
pentru a produce lumina. Aditia unei nucleotide in unul din clustere va fi deci insotita de eliberarea de

lumina. Cunoscand ce dNTP scalda suprfata solida la momentul eliberarii de lumina, se identifica ce
nucleotida a fost incorporata.
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@ Pulse in dATP

888 Metode de secventie de generaitle N B T I8 (=L

S'W |

ceelfelBf«
[::J::::Lﬁ'::;:i:l” ,.....when dCTP is added to the solution, flashes
B occur only at clusters where G is the next base in
33‘ the template and C is the next nucleotide to be
i added to the growing DNA chain. If there is a string
@ZQQ,\RQ”@Q of two, three, or four G residues in the template, a
B el similar number of C residues are added to the
growing strand in one cycle. This is recorded as a
SCN g"h'“pﬁd""”:;“ “flash” amplitude at that cluster that is two, three,
MO or four times greater than when only one C residue
o is added. Similarly, when dGTP is added, flashes
r— occur at a different set of clusters, marking those as
E— clusters where G is the next nucleotide added to

Flash of light

the sequence (where C is present in the template).
. The length of DNA that can be reliably sequenced

e T in a single cluster by this method—often referred to
% as the read length, or “read”—is typically 400 to
; 500 nucleotides, and is rapidly increasing.”
T RS T Lehniger 7th edition, pg 307

® N FIGURE 8-36 pg 307, Lehniger 7t edition

DNA seque
circled cI stes

AGGTCGTTCAG:
_ _CAGTTCAG:
o sh

Duplicate dNTP in results in 2X brighter fla: e e _C 19




Metode de secventie de generatia a 11

B. Tehnologia lon Torrent - tehnologia are la baza faptul ca in replicare a ADN-ului, aditia unei
nucleotide pe catena nascenta este insotita de eliberarea unui proton, ceea ce duce la o
modificare a pH-ului solutiei in care se produce sinteza. Aceasta modificare de pH poate fi
inregistrata si corelata cu nucleotida atasata. Fragmentele de ADN de secventiat sunt atasate
pe bile de dimensiuni mici si sunt amplicate pentru a genera mii de copii ale aceleasi molecule,
fiecare bila avand un set de copii ale aceleiasi molecule de ADN de cateva sute de nucleotide.
Fiecare bila este amplasata intr-un godeu si spalata succesiv cu solutii ce contin cate una din
cele 4 dNTP. Daca la o spalare se incorporeaza o nucleotida, se va inregistra o modificare de pH
in godeul corespunzator. Daca nucleotida din solutia de spalare nu se incorporeaza, nu se ca
modifica pH-ul si concluzia este ca fragmentul nascent nu contine acea nucleotida.

C. Tehnologia lllumina sau secventierea cu terminatori reversibili — tehnologia se baseaza pe
un set de cele 4 deoxinucleotide modificate: fiecare nucleotida (A,T, G, C) contine un marker
fluorescent specific (fluorofor) si la capatul 3’ un terminator de sinteza detasabil. Amestecul de
4 nucleotide scalda suportul solid continand milione de clustere de fragmente identice iar
polimeraza Tncorporeaza nucleotidele marcate cu terminatorul atasat. in fiecare cluster se
ataseaza o nucleotida specifica, complementara cu catena matrita. Un laser excita fiecare
cluster care emite lumina de culoare diferita, functie de nucleotida ce a fost incorporata.
Marcherii fluorescenti si terminatorii de sinteza din pozitia 3 sunt apoi eliminati printr-o
reactie chimica si se adauga din nou amestecul de nucleotide peste clustere, ceea ce duce la
atasarea unei noi nucleotide si emiterea de lumina functie de nucleotida atasata.
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Spre deosebire de metodele de generatia a

Il, cele de generatia Il

n

isi propun sa secventieze

moleculele de acizi nucleici fara a le mai fragmenta si fara a genera clusteri de secvente identice.
Momentan, 2 tehnologii distincte reusesc sa secventieze fragmente de ADN mai lungi de 30-50 de kpb:

A. Tehnologia SMRT - Singe Molecule Real Time — o molecula
de ADN de secventiat este atasata impreuna cu o ADN-
polimeraza de fundul unui godeu de dimensiuni foarte mici ce
poarta numele de ZMW (zero-mode waveguide). Prin
dimensiuni si forma, aceasta camera ghideaza lumina spre o
zona foarte redusa spre fundul godeului. Peste ADN-polimeraza
si ADN-ul de secventiat se adauga o solutie cu cele 4 nucleotide
de care sunt atasate prin legaturi fosforice fluorofori. ADN-
polimeraza incepe sinteza unei noi catene si incorporeaza un
nucleotid si pe fundul ZMW se formeaza o imagine
corespunzator culorii emise de fluorofor. Prin incorporare,
fluoroforul este eliberat si difuzeaza spre partea superioara a
ZMW, ceea ce face ca semnalul luminos sa dispara. O noua
nucleotida este atasata pe fundul ZMW pe baza de
complementaritate si  apare deci o noua culoare
corespunzatoare fluoroforului atasat de acea nucleotida.
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B. secventiere folosind nanopori proteici — foloseste proteine transmembranare ce pot fi
traversate de molecule de acizi nucleici precum alfa-hemolisina si porina A din Mycobacterium
smegmatis (MspA). Moleculele de ADN trec prin por cu o viteza de constanta controlata de
ADN polimeraza phi29 si duc la modificarea diametrului interior al porului. Modificarile sunt
dependente de forma nucleotidei ce trece si sunt inregistrate sub forma unor curenti
transmembranari. Functie de caracteristicile curentului generat de trecerea unei molecule de
ADN, se poate detecta secventa acesteia.

https://nanoporetech.com/how-it-works
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