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SUMMARY

Native DNA molecules are precisely organized and condensed into chromosomes.
Faithful replication and partition of the genome require both the resolution of DNA tan-
gling problems and the restoration of the structural features needed to modulate genetic ac-
tivities. As an introduction to the dynamism of chromosomal DNA, this chapter deals with
current topics regarding DNA topology and mechanisms governing the spatial localization

of DNA.

INTRODUCCIO

Les molécules de DNA estan altament
condensades dins I'espai cel-lular. El plega-
mentilalocalitzacio espacial del DNA depe-
nen de mecanismes estrictament determi-
nats que, junt amb una finalitat esterica de
condensacio, operen també com a modula-
dors de I'expressio genetica. La replicacio
del genoma, a part de duplicar les molecules
de DNA, ha de regenerar també el seu patr6
d’organitzaci6 en el cromosoma. En els da-
rrers anys, noves metodologies han permes
manipular experimentalment la localitzacio

i la dinamica del DNA intracel-lular. En
aquest capitol es repassen alguns temes refe-
rents a la dinamica del DNA, i es destaquen
aspectes topologics de la doble helix. Primer
s’expliquen conceptes basics sobre parame-
tres topologics, i es tracten el mecanisme i la
funcié de les topoisomerases del DNA. A
continuacio es parla sobre aspectes estructu-
rals de I'activitat genetica on participen re-
gions llunyanes del cromosoma, i finalment
es discuteix més ampliament el procés de
condensacié mitotica dels cromosomes.
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TOPOLOGIA DEL DNA

El DNA intracel-lular esta superenrotllat
(supercoiled). Aquest terme significa literal-
ment que la doble helix esta enrotllada so-
bre si mateixa, pero en la practica s'utilitza
per indicar que hi ha alteracions en els para-
metres topologics de la doble helix. Els
parametres utilitzats per definir la topolo-
gia del DNA s6n explicats a continuacio.

Numero d’enllacament

Per definir estrictament el namero
d’enllacament o Lk (linking number) hem d’i-
maginar un parell de corbes tancades en
I'espai. El valor de Lk és un integre que cor-
respon al numero i el signe d’encreuaments
entre les dues corbes, un cop projectades so-
bre qualsevol pla. Davant de qualsevol de-
formacio, mentre les dues corbes segueixin
tancades, el numero d’enllacament és inal-
terable.

En un DNA circular, cada bri de la doble
helix representa unacorba tancadaiestaraen-
creuada un nombre determinat de cops amb
I"altre bri. El nimero d’enllacament del DNA
es considera de signe positiu mentre la doble
helix sigui dextrogira. En un DNA de longi-
tud coneguda en parells de bases (N), el nt-
mero d’enllacament s’aproxima a N/h, on
(helical repeat) és el nombre de parells de bases
per volta de la doble helix. En el DNA en dis-
solucio (0,2 M NaCl, pH7,37°C), el valor mit-
jad’hésaproximadament10,5. Comque N/h
no té perque ser un integre, denominem Lkm
I'integre més proxim a N/h. Per exemple, en
el plasmidi pBR322, considerant N igual a
4316,ihiguala10,5, Lkm és415. Peramesura-
ments termodinamics s'utilitza el valor real
de N/h, tot i que no sigui un numero integre.
Aquest hipotetic numero d’enllacament es
denomina Lko. Aixi en el plasmidi pBR322,
quan h és 10,5, Lko resulta ser 415,3. Lko re-
presenta el valor d’enllagament en I'estat de

minimaenergiadel DNA, i, per tant, el seu va-
lor varia segons I’entorn experimental.

Si abans de circularitzar un DNA fem
voltar els extrems de la doble helix cap a la
dreta o cap a l'esquerra, haurem augmentat
o disminuit el numero d’enllacament entre
els bris del DNA. El valor (Lk - Lko) es de-
nomina diferencia d’enllacament o ALk:

ALKk = (Lk — Lko)

Si considerem la diferencia d’enllaca-
ment respecte a la mida del DNA, obtenim
la diferencia especifica d’enllacament, o
densitat de superenrotllament (ds):

ds = (Lk - Lko)/Lko = ALk/Lko

Enelsbacterisielseucariotes, ladensitat de
superenrotllamentdel DNA té unvalormitjaa
I'entorn de -0,06. Es a dir, el DNA té un deficit
del 6% en el numero d’enllacament Lko. L'e-
nergia lliure associada amb el superenrotlla-
mentdel DNA és proporcionalal quadratdela
diferencia del nimero d’enllacament:

AG. =K- ALK’

L'energia associada al superenrotlla-
ment provoca canvis en la geometria del
DNA, i transicions estructurals en determi-
nades seqtiencies de la doble helix. Aquesta
energia és utilitzada per diversos mecanis-
mes cel-lulars. Per exemple, el superenrot-
llament negatiu facilitara processos en els
quals es requereixi la separaci6 dels brins
del DNA. També facilitara I’encaixament de
nucleosomes o altres complexos que estabi-
litzin deformacions del DNA.

Numero de torsio i namero
d’enrotllament

Les deformacions del DNA es poden de-
finir segons variacions de dues funcions geo-



FiGura 1. En un segment de DNA, el nimero de torsio (Tw)
és una mesura de ’arc que descriu a I’espai un vector per-
pendicular a I'eix de la doble helix i que segueix la vorera
d’un dels brins. El namero d’enrotllament (Wr) ¢s una me-
sura de I’arc que descriu a 'espai un vector tangencial a
I’eix de la doble helix.

metriques complexes: I'anomenat namero
de torsio o Tw (twist number), i I’anomenat
numero d’enrotllament o Wr (writhe num-
ber). El numero de torsi6 descriu com giren
els brins al voltant de I'eix central de la doble
helix. Elnamero d’enrotllament descriu com
|’eix central de la doble helix canvia de direc-
cio en 'espai (figura 1). De manera aproxi-
mada, el nimero de torsié varia una unitat
positiva cada cop que un bri completa una
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voltaen sentit dextrogiral voltantdel’eix del
DNA. El nimero d’enrotllament varia prop
d’una unitat cada cop que la trajectoria de
'eix del DNA es creua amb si mateixa en
qualsevol projeccio planar de l'espai. A cada
entrecreuament, el signe de Wr es determina
segons regles convencionals (figura 2).

El més important que ens ocupa respecte
als valors de Tw i Wr no és el seu calcul, sin6
que la seva suma esdevé sempre el nimero
d’enllacament:

Lk =Tw + Wr

Aquesta llei implica que, mentre el nu-
mero d’enllagament no canvii, qualsevol
canvi del numero de torsio es correspon
amb un canvi identic pero de signe contrari
en el numero d’enrotllament, i viceversa.
Aixi mateix, tot canvi en el naumero d’en-
llacament es manifesta amb canvis en els
nameros de torsio i d’enrotllament:

ALk = ATw + AWr

La figura 3 permet veure la interconver-
si6 entre els valors de Tw i Wr. Aquests
parametres es poden modelar també amb
un tub de goma circularitzat. Abans de con-
nectar els extrems del tub, els podem fer gi-
rar unes voltes per simular variacions en el

namero d’enllacament.
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FiGura 2. Per determinar el signe del nimero d’enrotllament (Wr), es projecten sobre un pla tots els encreuaments entre seg-
ments de la doble hélix i s’ indica la seva polaritat. Si per reduir I’angle que formen els segments d’un encreuament hem de fer
girar el segment que va per sobre en sentit horari, I’encreuament és negatiu. Si I’hem de fer girar en sentit antihorari, I'en-

creuament €s positiu.
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Wr>>>Tw Tw>>>Wr

FiGura 3. Interconversio entre el valor de torsio (Tw) i el
d’enrotllament (Wr).

Experimentalment s’observa que en
molecules circulars de DNA amb valors fi-
siologics de ALk i en abséncia de transicions
estructurals, la doble helix es deforma apro-
ximadament un 75% a carrec de Wriun 25%
a carrec de Tw. Les deformacions a carrec
del nimero d’enrotllament poden ser de ti-
pus plectonemic o de tipus solenoidal (figu-
ra 4). En en el plegament plectonemic dos
segments antiparal-lels de la doble helix
s’envolten I'un amb Ialtre i formen una do-
ble helix d’ordre superior. La doble helix
plectonemica és dextrogira quan el DNA té
superenrotllament negatiu (ALk < 0), i és le-
vogira en el cas contrari (ALk > 0). En el ple-
gament solenoidal, el daplex gira com al
voltant d'un cilindre, i forma literalment
una superhelix. La conformacié solenoidal
és dextrogira o levogira segons que el DNA
tingui superenrotllament positiu o negatiu,
respectivament. EIl DNA superenrotllat en
dissolucio adopta espontaniament la con-
formacié plectonemica. La conformacio
solenoidal la trobem generalment estabilit-
zada per proteines, com és el cas dels nucle-
osomes.

Dominis topologics

En petites molecules de DNA circulars,
com plasmidis, DNA mitocondrials o geno-
mes virics, podem mesurar canvis en el na-
mero d’enllacament. En grans molecules de
DNA, com s6n els cromosomes bacterians i
eucariotics, és més complex mesurar para-
metres topologics. En aquest cas, el DNA

FiGura 4. Conformacions plectonémiques (A) i solenoidals
(B) del DNA superenrotllat.

esta organitzat en segments on la topologia
és modulada de manera independent. Ca-
dascun d’aquests segments el denominem
domini topologic.

El genoma d’Escherichia coli consisteix en
una molecula de DNA d’1,5 mm de longi-
tud, la qual sembla organitzada en uns cin-
quanta dominis topologics. En els cromo-
somes eucariotics, es creu que el DNA esta
organitzat també en dominis d'una quanti-
tat de quilobases de DNA compresa entre 10
1200 cadascun.

Qualsevol element, transitori o perma-
nent, que impedeixi la lliure rotacio de la
doble helix sobre el seu eix esdevé una fron-
tera entre dos dominis topologics. Podem
considerar aixi els elements estructurals
vinculats amb I'organitzacié i la compacta-
ci6 del DNA. La majoria dels processos
catalitics que tenen lloc a la doble helix,
com ara replicacio, transcripcio, recombina-
Ci0 i reparacio, impliquen la interaccié del
DNA amb grans complexos multiproteics.
Aquests complexos no poden moure’s Iliu-
rement dins de I'espai cel-lular i, per tant,
actuen també com a barreres entre dominis
topologics quan s'uneixen al DNA.

TOPOISOMERASES DEL DNA

Molts processos cel-lulars afecten, o son
afectats, per l'estat topologic del DNA. El



superenrotllament local del DNA oscil-la
continuament segons el desplagament de
polimerases, d’helicases, o de I"encaixament
dels nucleosomes. Apareixen invariable-
ment nusos i encadenaments entre els brins
del DNA com a conseqiiéncia dels proces-
sos de replicaci6, recombinacio i condensa-
ci6 dels cromosomes. Si els brins de DNA
fossin traspassables entre ells, la topologia
del DNA mai no seria un entrebanc, ja que
es podrien alterar els nimeros d’enllaga-
ment, o desfer el més complex dels nusos en
un instant. El que sembla una utopia és una
realitat des del punt de vista molecular a
causa de l'activitat de les topoisomerases
del DNA.

Tipus de topoisomerases i mecanisme
d’accio

Les topoisomerases del DNA son enzims
definits per dues caracteristiques. La prime-
ra és la capacitat de produir escissions tran-
sitories en el DNA. Sense cofactor energetic,
les topoisomerases tallen i lliguen els en-
llagos fosfodiester del DN A mitjangant reac-
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cions de transesterificacio. En el lloc del tall,
es genera sempre un intermediari covalent
entre una tirosina de 'enzim i el fosfat de
'extrem del bri. La segona caracteristica
consisteix en el fet que la topoisomerasa per-
met el pas d’un altre bri, o d"altres brins, de
DNA a través d’aquesta escissio transitoria.

Les topoisomerases son presents en tot
tipus de cel-lules i també en molts virus.
Considerant homologies i propietats catali-
tiques, es descriuen tres tipus o families
evolutives de topoisomerases: les tipus I-A,
les tipus I-B, i les tipus 1. La figura 5 mostra
el tipus d’escissio i el complex covalent que
caracteritza cada familia de topoisomerases,
i anomena alguns dels enzims més repre-
sentatius.

Les topoisomerases del tipus I-A s'unei-
xen i tallen brins senzills de DNA. A traves
del tall faciliten el pas d'un altre bri 0 d"una
doble helix de DNA. L'intermediari cova-
lent es forma amb el fosfat 5" de I"extrem ta-
llat. L'enzim més representatiu d’aquest
grup és la topoisomerasa 1 d'E. coli. In vitro,
aquesta proteina de 97 kD pot fer i desfer
nusos en circles de DNA d’un sol bri, com

tipus I-A tipus I-B tipus
3 & 3
Ooro I ,
; O Lo
FOH \
-]

: Fag T4 topo i
£-col lopan Pocs virus topo | E. coligirasa
E.colitopo o ;

S.cerevisiae topo | E.colitopo v

S.cerevisiae topo 1
H.sapiens topo i

FiGura 5. Tipus de topoisomerases 1 enzims més representatius.

H.sapiens topo |

S.cerevisiae topo Ii
H.sapienstopo i a
H.sapiens topo i1 b
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FiGura 6. Estructura, mecanisme i reaccions catalitzades per les topoisomerases del tipus 1-A.

també pot encadenar-los o desencadenar-
los. L'enzim relaxa també parcialment
molecules de DNA amb superenrotllament
negatiu, ja que que hi troba segments de bri
senzill (figura 6). Altres topoisomerases del
tipus I-A son la topoisomerasa 11 dels bacte-
ris i la topoisomerasa 11 dels eucariotes. Un
enzim peculiar d’aquest grup és I’anomena-
da «girasa reversa», que es troba en bacteris
termofils. Aquest enzim és una quimera en-
tre una topoisomerasa del tipus 1-A i una he-
licasa, i catalitza el superenrotllament posi-
tiu del DNA.

Les topoisomerases del tipus 1-B s'unei-
xen a la doble helix de DNA i tallen un dels
brins, i formen 'intermediari covalent amb
el fosfat 3" del bri trencat. Com que I'enzim
no subjecta I'extrem 5" del bri, és possible la
lliure rotacio del DNA al voltant de I'altre
bri; aix0 permet que relaxin tant un supe-
renrotllament positiu com negatiu (figura 7).
Les topoisomerases del tipus 1-B sembla que
son exclusives dels eucariotes. Les anome-
nades topoisomerases 1 dels llevats, dels am-
fibis, dels insectes, de les plantes i dels
mamifers son proteines d'uns 100 kD i pre-
senten una alta homologia en la regi6 C-ter-
minal, on es troba el centre actiu.

A diferéncia de les topoisomerases del ti-
pusi-Aidel tipusi-B, les topoisomerases del
tipus 11 funcionen com a enzims dimers i uti-
litzen ATP. Les topoisomerases del tipus 11
catalitzen el pas d"una doble helix (segment
T) a través d’un tall en una altra doble helix
(segment G). Aquests enzims tallen els dos
brins del segment G, de manera que cada
meitat del dimer forma I'intermediari cova-
lent amb el fosfat 5 del corresponent bri del
DNA. Estudis bioquimics i estructurals han
permes dibuixar un model realista del meca-
nisme de les topoisomerases del tipus 11 (fi-
gura 8). Quan els segments Gi T son a la ma-
teixa molecula de DNA, la topoisomerasa
catalitza un canvi de dues unitats en el na-
mero d’enllagament, aixi varia el grau d’en-
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FiGura 7. Mecanisme i reaccions catalitzades per les topoi-
somerases del tipus 1-B.
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FiGura 8. Estructura, mecanisme i reaccions catalitzades per les topoisomerases del tipus 11.

rotllament o el nuament del DNA. Quan els
segments G i T pertanyen a diferents mole-
cules de DNA, I'enzim catalitza el seu enca-
denament o desencadenament. A excepcio
de la girasa del DNA, totes les topoisomera-
ses del tipus 11 modifiquen la topologia del
DNA cap a 'estat de minima energia, i fins i
tot arriben a simplificar-ne la topologia per
sota dels valors d’oscil-lacio termica.

En els eucariotes, les topoisomerases del
tipus 11 son homodimeres d’una proteina de
160 a 180 kD. Mentre en els llevats hi ha un
unic gen codificant per a I'anomenada to-
poisomerasa 11, en els vertebrats s"han trobat
dues variants de I'enzim, la topoisomerasa 11
a i la topoisomerasa 11 3. En els procariotes,
les topoisomerases del tipus 11 son tetrame-
res, ja que cada meitat de I'enzim és consti-
tuit per dues proteines. En bacteris trobem
dues topoisomerases del tipus u: I'anome-

nada topoisomerasa 1v, que té propietats ca-
talitiques semblants a la topoisomerasa 1
eucariotica; i la girasa, que esta especialitza-
da a reduir el numero d’enllacament del
DNA. Aixi, la girasa només pot relaxar el
superenrotllament positiu i generar supe-
renrotllament negatiu en el DNA. Mecanis-
ticament i estructuralment, pero, I'enzim
és similar a les altres topoisomerases del ti-
pus 1. L’especialitzacio de la girasa es deu a
la geometria que I'enzim imposa en interac-
cionaramb el DNA, que sempre afavoreix la
inversio d’un encreuament positiu entre els
segments Gi T (figura 8).

Implicacions funcionals de les
topoisomerases del DNA

Es ben conegut el paper de les topoiso-
merases en la resolucio dels encadenaments
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FiGura 9. Canvis topologics en el DNA durant la transcrip-
ci0 1 lareplicacio.

que es generen durant el procés de replica-
cio (figura 9). El desencadenament del DNA
un cop replicat és essencial per a la segrega-
ci6 cromosomica. La topoisomerasa 1v en els
bacteris i la topoisomerasa 11 en els eucario-
tes son els enzims responsables d’aquesta
funcio.

S’ha estudiat també el paper de les to-
poisomerases en la modulacié del namero
d’enllagament del DNA. El superenrotlla-
ment del DNA fluctua com a conseqiiencia
del desplagament de polimerases, ja que
obliguenel DNA a girar sobre el seu eix. Aixo
genera superenrotllament positiu per da-
vant de la polimerasa, i negatiu per darrere
(figura 9). La relaxacio d’aquest superenrot-
llament esdevé necessaria peral’avang deles
polimerases. Enels bacteris, la girasarelaxael
superenrotllament positiu i la topoisomera-
sal,elsuperenrotllament negatiu. Del’equili-
bri d’aquestes activitats en resulta la densitat
de superenrotllament del -0,06 observat en
DNA bacterians. En les eucariotes, la topoi-
somerasalde manera preferenti, també, la to-
poisomerasa Il relaxen simultaniament el su-
perenrotllament positiu i negatiu.

ACCIONS A DISTANCIA DINS
L’ESTRUCTURA DEL CROMOSOMA

L'expressio genetica depen de parame-
tres termodinamics i cinetics d’un conjunt

de factors que interaccionen amb el DNA.
En la transcripci6, primer s’han d’establir
les interaccions proteina-proteina i protei-
na-DNA suficients per assentar la RNA po-
limerasa en el promotor. Seguidament, els
processos d’iniciacio i d’elongacio determi-
naran el temps necessari per assentar una
nova polimerasa. Sobretot en els eucariotes,
molts factors reguladors de la transcripcio
s'uneixen al DNA a cents o milers de bases
d’on es forma el complex d’iniciacio. Hi ha
proposats diversos mecanismes per expli-
car com es comuniquen llocs llunyans en el
DNA. En uns casos es requereix un contacte
fisic entre I'element distant i el complex d’i-
niciacio, llavors el DNA s’ha de plegar per
aproximar ambdos punts; aixo es coneix
com a looping del DNA. En altres casos, té
lloc la propagacié de canvis estructurals.
Aquests canvis poden operar en I’ambit del
superenrotllament del DNA, la composicio
de la cromatina o el posicionament dels nu-
cleosomes. Finalment, cal considerar factors
que un cop units a un punt del DNA es difo-
nen linealment fins a un altre punt.

«Looping» del DNA

Qualsevol proteina que es trobi en quan-
titat de 100 a 1.000 molecules dins el nucli
cel-lular, com és el cas de molts factors regu-
ladors, esta a una concentraci6 de prop de
10" M. En un DNA en dissolucio, la concen-
tracio efectiva entre punts separats cents o
milers de bases té un valor de 10 a 10" M.
Es dedueix, per tant, que merament la unio
de factors a seqiiencies distants no augmen-
ta la seva concentracio efectiva. En canvi, si
el DNA esta condensat i hi ha restriccions a
la seva geometria espacial, la concentracio
efectiva entre punts distants pot augmentar
fins a 10" M. Aquest valor és més consistent
amb les concentracions efectives calculades
de reguladors de l'activitat genetica que
operen a distancia. Les restriccions a la geo-



metria del DNA son generades per curvatu-
res del DNA, intrinseques o bé induides per
la unio de proteines, i pels plegaments de-
guts al superenrotllament. La figura 10
il-lustra dos exemples d"aproximacio d’ele-
ments llunyans, que esdevé determinada
per restriccions especifiques en I'organitza-
cio del DNA.

Estructura i dominis funcionals

En els eucariotes, els cromosomes pre-
senten regions amb diferent estructura i di-
ferent grau de condensacio. Citologica-
ment es defineixen regions eucromatiques
i heterocromatiques, com a menys 0 mes
condensades, respectivament. En compa-
racio de "'eucromatina, el DNA heterocro-
matic es replica tardanament, és ric en se-
quiencies repetitives, i és de dificil accés per
a moltes proteines. Els telomers i els
centromers presenten caracteristiques he-
terocromatiques, amb composicio i funcio
diferenciades.

Lexpressio d'un gen depen de la seva
ubicacio al cromosoma. Gens procedents de
regions eucromatiques canvien el seu patré
d’expressio en ser col-locats en regions he-
terocromatiques, i viceversa. L'efecte posi-
cional que no permet a un gen respondre
davant els seus reguladors, és anomenat si-
lenciacio (silencing). Els gens d’expressio
constitutiva i els gens induibles apareixen
generalment ubicats en regions eucromati-
ques, on el DNA és de facil accés per factors
de transcripcio. L'activacio d’aquests gens
pot ajudar-se amb mecanismes d’obertura
local de nucleosomes, i pot estar potenciada
per elements distants (enhancers). Gens ubi-
cats a I’heterocromatina, en canvi, només
poden activar-se si s'altera l'organitzacio
d’una gran regié del DNA. En aquesta si-
tuacio trobem molts dels gens regulats du-
rant el desenvolupament i la diferenciacio
cel-lular.
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En la majoria dels casos, per establir o re-
vertir |’estat de silenciacio, es requereix que
la cel-lula completi la fase S del cicle cel-lu-
lar. Es creu, doncs, que els canvis estructu-
rals tenen lloc durant I’encaixament de la
cromatina en el DNA replicat. A part de la
competencia entre factors solubles per unir-
se al DNA, la determinaci6 estructural pot
dependre també d’elements que sobreviuen
al procés de replicacid, com serien la metila-
ci6 de bases o la presencia de proteines for-
tament unides al DNA.

Els canvis estructurals que impliquen
grans dominis del DNA es modulen des d’e-
lements en cis, que aqui referim com LCR
(Locus Control Regions). Hi ha proposats di-
ferents models per explicar com operen els
LCR (figura 11). En els casos de silenciacio,
el model més acceptat consisteix en la poli-
meritzacio cooperativa i la difusi6 sobre la
cromatina de nous elements estructurals.
En altres casos, els LCR poden definir domi-
nis topologics on modular el superenrotlla-
ment del DNA. Una altra possibilitat consi-
dera els LCR punts d’entrada o sortida de
factors que es traslladen per sobre del DNA.

Figura 10. Interaccio entre llocs llunyans. En el cas A, la geo-
metria del plegament plectonémic es determina per la
presencia de dues curvatures en el DNA: una curvatura ¢s
intrinseca de la seqiiéncia 1 I'altra ¢s induida per la unio
d’una proteina. En el cas B, és I’encaixament dels nucleoso-
mes el que apropa amb una orientacio determinada dues
sequiencies del DNA.
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FiGura 11. Possibles mecanismes per a la difusié de canvis estructurals en la cromatina. A: superenrotllament del DNA;
B: difusio lineal d’un factor unit al DNA; C: nucleacié i polimeritzacio de nous elements estructurals.

CONDENSACIO MITOTICA DELS
CROMOSOMES

La condensacio mitotica dels cromoso-
mes garanteix la correcta segregacio del ge-
noma en resoldre dos problemes derivats de
I'estructura i la llargaria de les molecules de
DNA. En primer lloc, es redueix en quatre
ordres de magnitud la longitud del DNA.
Els cromosomes mitotics tenen la mida
adient perque les molecules de DNA no es
trobin al mig del pla de tall durant la fase de
citoquinesi. En segon lloc, la condensacio
afavoreix I'eliminacié dels encadenaments
produits entre molecules germanes de DNA
durant la fase de replicacio, com també de
qualsevol altre nuament del DNA.

La condensacio mitotica dels cromoso-
mes es coneix des de l'inici del segle, pero
fins fa poc no s’ha disposat de metodologia
per al seu estudi. S’han desenvolupat siste-
mes de condensaci6 de cromosomes in
vitro. Per exemple, el DNA d’esperma s’or-
ganitza en cromosomes metafasics quan
s’incuba amb extractes d’oocits. Noves tec-
niques de microscopia, com la localitzacio

in situ amb sondes o anticossos fluores-
cents, permeten mesurar amb precisio para-
metres espacials en els cromosomes. Final-
ment, s’han identificat dos factors que
intervenen en el mecanisme de condensa-
ci6: la topoisomerasa 1, i les anomenades
proteines de la familia SMC (Stable Mantei-
nance of Chromosomes).

La falta de models mecanistics per a la
condensacié mitotica dels cromosomes es
deu al desconeixement dels ordres supe-
riors d’organitzacié de la cromatina abans
de la mitosi. Estudis citologics indiquen
que l'estructura i la localitzacio nuclear dels
cromosomes durant I'interfase segueix pa-
trons ben definits, perod sabem poc dels me-
canismes que hi intervenen, i de I'organit-
zacio del DNA durant el procés de
replicacio. Experiments de sedimentacio de
cromosomes en presencia d’agents modifi-
cadors de la topologia del DNA indiquen
que la rotacio lliure de la doble helix esta li-
mitada en intervals de 10 a 200 quilobases.
Aquests dominis podrien correspondre a
nanses de DNA, o podrien ser el resultat de
punts de contacte entre el DNA amb diver-



sitat d’estructures, cosa que inclou també
I'aparellament de seqiiencies homologues
entre cromosomes.

Els cromosomes metafasics son de cinc a
deu cops més compactes o curts que els
cromosomes interfasics. No és clar, pero,
que els cromosomes metafasics resultin
simplement d’un grau més de condensaci6
que els interfasics. El model actual de cro-
mosoma metafasic parteix de l'enrotlla-
ment solenoidal del DNA amb histones i
forma fibres de 10 i 30 nm. Aquestes fibres
serien plegades en nanses de fins a 200 qui-
lobases, mitjancant 1’ancoratge del DNA
sobre punts de suport que posteriorment
s'agrupen i formen un eix. El resultat és
una estructura de 200 nm de diametre, que
finalment es plegaria helicoidalment fins a
generar un gruix de 700 nm de diametre,
gruix corresponent als bragos de cromoso-
mes metafasics. Aquest model és concep-
tualment correcte, perd no hem d’oblidar
que amb imaginacié podriem proposar al-
tres alternatives dins el marc de les proves
experimentals.

El mecanisme de plegament és un procés
estrictament determinat. El namero, la posi-
ci6 i el grau de condensacio en cada regio
d’un cromosoma és invariable, aixi com la
longitud i la geometria de Ieix central. L'or-
ganitzacio del DNA en fibres de 10 i 30 nm
representa un primer nivell de condensaci6
que ja opera durant la interfase. El plega-
ment de la cromatina en determinats domi-
nis 0 nanses, en canvi, pot ser especific de la
condensaci6 mitotica. D’acord amb el mo-
del actual, tres mecanismes diferenciats ge-
nerarien la condensacié mitotica. El primer
és la definicio i la formaci6 de nanses. No és
clar si les nanses ja existien durant la inter-
fase. El segon mecanisme faria apropar
nanses contigiies, i aixi es generaria una es-
tructura més compacta o un eix en cada cro-
mosoma. El tercer mecanisme fa que aquest
eix es condensi i es plegui helicoidalment.
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Elements en CIS per a la condensaci6
cromosomica

En els mecanismes de condensacio inter-
venen factors amb propietats motores i ad-
hesives que han de reconeixer elements en
cisen el DNA. La condensaci6 mitotica s'ini-
cia quan les cromatides germanes encara
son aparellades; per tant, els mecanismes de
condensaci6 han d’operar amb total proces-
sivitat sobre els elements reconeguts en
cada molecula del DNA.

S’ha suggerit que els origens o punts de
terminaci6 de replicacié del DNA podrien
servir per determinar el patré de nanses de
cromatina, perd manca l'evidencia experi-
mental d’aquesta hipotesi. Les investiga-
cions actuals apunten cap als segments del
DNA que romanen insolubles un cop els cro-
mosomes han estat buidats d"histones i trac-
tats amb nucleases. Aquests segments de
DNA, anomenats SAR (Scaffold Attached Re-
gions), s’estenen al llarg de centenars de ba-
sesison moltricsamb AT. Tres observacions
avalen els SAR com a elements en cis involu-
cratsamb la condensacié mitotica. En primer
lloc, citologicament es veu que els SAR estan
situats preferentment en I’eix dels cromoso-
mes metafasics. En segon lloc, la inducci6 de
proteines amb gran afinitat per seqiiencies
riques amb AT interfereix especificament
amb el procés de condensaci6. En tercer lloc,
in vitro s'observa una gran afinitat de la to-
poisomerasa Il per a aquestes seqiiencies.

Funci6 de la topoiomerasa i1 durant la
mitosi

La disponibilitat de cel-lules amb muta-
cions en la topoisomerasa 11, junt amb 1"as
d’inhibidors i anticossos, ha permes estu-
diar el paper de I'enzim en la condensaci6
cromosodmica. En els llevats, la inactiva-
ci6 de la topoisomerasa 11 atura la conden-
saci6 cromosomica en un estadi semblant al
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FiGura 12. Familia de proteines SMC: caracteristiques estructurals i proteines més representatives.

de la profase mitotica. Tot i aixi, la cel-lula
intenta completar la mitosi estirant els cro-
mosomes amb el fus mitotic, pero les croma-
tides estan molt encadenades i la segregacio
és impossible. En les cel-lules de vertebrats,
en canvi, la inactivaci6 de la topoisomerasa
il atura el cicle cel-lular en la fase G2. Si es
provoca la continuacié del cicle cel-lular,
també s’observa falta de condensaci6 i la
impossibilitat de segregacié cromosomica.
Si la topoisomerasa 11 s’inhibeix un cop ini-
ciada la mitosi, la condensaci6 pot comple-
tar-se, pero sovint la segregacio és asimetri-
ca i es produeixen trencaments en el DNA.
Totes aquestes observacions indiquen que
el desencadenament del DNA per la topoi-
somerasa Ii €s essencial i ha operat paral-le-
lament al procés de condensaci6. El procés
de condensacio, aixi mateix, afavoreix la
irreversibilitat del procés de desencadena-
ment. Els darrers encadenaments son elimi-
nats per I'enzim quan les cromatides germa-
nes son estirades en sentits oposats pel fus
mitotic. En aquest escenari, la topoisomera-
sa 1, més que un factor condensant, és un
factor facilitador de la condensacio.

A part de lactivitat desencadenant,

també es considera que la topoisomerasa 11
té una funci6 directa en la condensaci6
mitotica del DNA. S'ha observat repetida-
ment, per immunolocalitzaci6, que I'enzim
se situa a I’eix dels cromosomes metafasics.
Aixo ha fet pensar que la topoisomerasa 11
participa com a element estructural, i ser-
veix de punt d’anclatge per a les nanses del
DNA. Hi ha qui ha observat, pero, que la
morfologia d'un cromosoma condensat és
estable si se n’extreu la topoisomerasa 1. Cal
considerar, doncs, que la localitzaci6 axial
de la topoisomerasa 11 sigui circumstancial.
Tot i aixi, el possible paper estructural de la
topoisomerasa 11 com a punt d’anclatge del
DNA continua sent atractiu per ra6 de les
propietats mecanistiques de l'enzim. In vi-
tro, la topoisomerasa 11 pot unir-se de mane-
rareversible al DNA i forma un anell proteic
molt estable.

Una altra indicaci6 del paper conden-
sant de la topoisomerasa 11 es dedueix d’ex-
periments en sistemes de condensacio de
cromosomes in vitro. Aqui, sense replicacio
no hi ha encadenaments, pero la topoisome-
rasa I segueix sent necessaria per a la con-
densaci6. Es postula que I'enzim participi
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FiGura 13. El procés de condensacio mitotica dels cromosomes resulta de activitat sinergética de dos tipus de mecanismes:
un mecanisme de resolucioé, que mitjangant I’activitat de la topoisomerasa 11 desencadena progressivament les cromatides
germanes; i uns mecanismes de condensacié propiament dits, que inclouen el plegament solenoidal del DNA per formar fi-
bres de cromatina, I’organitzacié del DNA en nanses i la compactacio dels elements que donen suport a les nanses.

en la condensacié mitjancant el superenrot-  1’abundant activitat relaxant de la topoiso-
llament del DNA, pero no hi ha evidéncia merasa 1. Una hipotesi alternativa, que he
experimental en aquest sentit; amés, caldria ~ proposat, diu que si la topoisomerasa 11 no
entendre com participa en aquest escenari  és un element estructural permanent, po-
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dria augmentar la compactaci6 del cromo-
soma mitjangant un patré de nuament pro-
cessual entre dominis del DNA. Aquesta
possibilitat explicaria per que la morfologia
del cromosoma es manté en solubilitzar la
topoisomerasa, i també explicaria per que
I'activitat de I'enzim torna a ser necessaria
en el procés de descondensacio dels cromo-
somes.

Proteines SMC

Un fenotip caracteristic de cel-lules amb
mutacions condicionals és la falta de se-
gregacio dels cromosomes, combinat amb
defectes en el seu grau de condensaci6.
Aquest fenotip va permetre trobar mutants
de la topoisomerasa 1, i ha permes desco-
brir recentment unes proteines vinculades
també amb la condensaci6 cromosomica.
Aquest grup de proteines, anomenat fami-
lia SMC (Stable Manteinance of Chromoso-
mes), esta conservat a tots els eucariotes, i
també hi ha proteines evolutivament rela-
cionades als bacteris.

Les proteines SMC pesen de 115a 160 kD
i la seva seqiiencia d’aminoacids suggereix
cinc dominis estructurals: un domini N-ter-
minal amb un lloc d’unié per nucleotids,
una helix llarga, una regio central flexible,
una segona helix llarga i un domini C-termi-
nal amb motius molt conservats. Les protei-
nes SMC formen dimers i oligomers, possi-
blement mitjangant interaccions del tipus
helix-helix. Aquesta estructura quarternaria
és caracteristica de proteines amb activitat
motora. La figura 12 mostra aquest tipus
d’estructura i anomena algunes de les pro-
teines SMC més representatives. Actual-
ment s’estan identificant nous membres, i
previsiblement es descriuran subfamilies
dins d’aquest grup.

La immunolocalitzacié de les proteines
SMC mostra una distribuci6 homogenia
dins el nucli cel-lular fins a I'inici de la con-

densaci6 cromosomica; aleshores es concen-
tren a I’eix central dels cromosomes metafa-
sics. Tot i que la localitzaci6 axial coincideix
amb la de la topoisomerasa 11, no hi ha
evidencia experimental que ambdues pro-
teines interaccionin. Els sistemes de con-
densacio in vitro han mostrat que les protei-
nes SMC s6n necessaries tant per establir
l'estat de condensaci6 dels cromosomes
com per mantenir-lo. El mecanisme de con-
densaci6 és desconegut. Per la seva sem-
blanga amb proteines amb activitat motora,
es creu que apropen punts llunyans de la
cromatina, en un procés intensiu i depen-
dent d’ATP.

Les proteines SMC més estudiades han
estat les que intervenen en la condensacié
mitotica dels cromosomes. Hi ha membres
de la familia, pero, que semblen participar
en altres funcions. Algunes proteines SMC
son necessaries per a la compensacio d’ex-
pressio genetica entre cromosomes homo-
legs; d’altres formen part de complexos
multiproteics relacionats amb la recombina-
ci6. Es previsible, doncs, que el mecanisme
de les proteines SMC sigui utilitzat en dife-
rents processos on operen canvis en |'orga-
nitzacio superior del DNA.

Com a sintesi, a la figura 13 es represen-
ten algunes fases d'un model de condensa-
ci6 mitotica dels cromosomes. S'indiquen
els mecanismes que hi intervenen i les possi-
bles funcions de la topoisomerasa 11 i de les
proteines SMC.
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