Teoria weztéw

Biologia molekularna, wyjasnié pojecia.

Najnowsze badania ukazaty, ze typ wezta czasteczki DNA ma
wazny wptyw na aktualne funkcje czasteczki DNA.
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Matematyczny model czasteczki DNA.

@ Matematyczny model czasteczki DNA to zwykle
cienka, dtuga, zorientowana, skrecona wstazka.

@ Na tym rysunku, wstazka jest homeomorficzna z
St X [—1, 1], ale nie z wstega Mobiusa.

C.

k(C,,C;) =1
Wr(B) =0, Tw(B) = 1

(a)

C

k(C,,C,) =-1
Wr(B) =-1, Tw(B) = 0

(b)



Teoria weztéw

Biologia molekularna, wyjasnié pojecia.

Matematyczny model czasteczki DNA.

]
o
o
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Obie krzywe Cy oraz Cp, ktére stanowia brzegi wstegi
B reprezentuja zamknigte nici DNA.

Mozemy ustalié orientacje na krzywej C, ktéra stanowi
os$ dla B (tj. centralnej krzywej st x {0}).

Orientacja na C idukuje orientacje na C1 i Ga.

Indeks zaczepienia /k(Cy, C3) jest niezmiennikiem,

i jego zmiana ma bardzo istotny wptyw na strukture
czgsteczki DNA.

Jesli zredukujemy indeks zaczepienia podwdjnej nici
czagsteczki DNA, wtedy efektem jest skrecenie lub
zwiniecie, znane jako superskrecenie (supercoiling).

C.

k(C,,C;) =1
Wr(B) =0, Tw(B) = 1

(a)

C

k(C,,C,) =-1
Wr(B) =-1, Tw(B) = 0

(b)
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Matematyczny model czasteczki DNA.

B
G
C "

k(C,,C;) =1

Wr(B) =0, Tw(B) =
@ Obnizenie indeksu zaczepienia czasteczki DNA, moze ( ) o (B) 1
powodowaé enzym topoizomeraza. (a)

@ Topoizomerazy katalizuja przeksztatcanie DNA do
formy superhelikalnej oraz jego relaksacje, tnac

h . S B
i ponownie taczac nici helisy.
@ Dla przyktadu, wiadomo, ze jesli zredukujemy indeks
zaczepienia dwuniciowe] czasteczki DNA, wtedy
rezultatem jest powstanie form superhelikalnych. C1
C

k(C,,C,) =-1
Wr(B) =-1, Tw(B) = 0

(b)
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Matematyczny model czasteczki DNA.

@ W rzeczywistosci, orientacja czasteczki DNA nie jest
doktadnie jak wyzej.

@ Orientacje, w rzeczywistosci, na dwéch niciach DNA s3
wzajemnie przeciwne, dlatego moze powinnismy
przypisaé wzajemnie orientacje dla krzywych C; i Ga.

@ Jednak w przypadku supta stworzonego przez C; i Ca,
indeks zaczepienia zdefiniowany na czasteczce DNA w
biologii i indeks zaczepienia wyznaczony z modelu
matematycznego zgadzaja si¢. Z obliczeniowego
punktu widzenia nie ma wigc btedu.

C.

k(C,,C;) =1
Wr(B) =0, Tw(B) = 1

(a)

C

k(C,,C,) =-1
Wr(B) =-1, Tw(B) = 0

(b)
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Matematyczny model czasteczki

C.

c -
K(C, ;) = 1
1 =
@ Liczba skrecen wstazki B wokét osi C, nazwa sie Wr(B) =0, Tw(B) =1
skreceniem B (twisting number) i jest oznaczana przez
Tw(B). (a)

@ Skrutowo, liczba zwojéw (Writhe) Wr(B) jest okreslona
w zaleznoséci od osi C, ktérg traktujemy tu jako krzywa
w przestrzeni. Jesli C to krzywa na ptaszczyznie, to
Wr(B) = 0, zatem Wr(B) moze byé miarg tego jak
bardzo B nie jest ptaska.

@ Liczby Tw(B), Wr(B) sa niezmiennikami, ale nie wezta G
otrzymanego z DNA, ale niezmiennikami geometrii C
rézniczkowej wstazki B, jako powierzchni w przestrzeni.

k(C,,C,) =-1
Wr(B) =-1, Tw(B) = 0

(b)
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Matematyczny model czasteczki DNA.

C.

Skrecenia, a zwoje.

C
@ Tw odzwierciedla holikalne skrecenie nici DNA N
wzgledem siebie nawzajem. ik(C C') 1
@ Natomiast Wr jest miarg zwiniecia osi dwuniciowej o iy
helisy. wr(B) =0, Tw(B) = 1
(a)
Lk(Cy, C2) = Tw(B) + Wr(B). (1.1)J
G
C
Kiedy odplatywujemy jedng nié podwdjnej helisy, wtedy o$
DNA skreca si¢ w heliseg. lk(Cl C ) =-1
Réwnosé 1.1 opisuje te ceche. WI'(B) _’_11 TW(B) =0
=-1, =

(b)
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Para zasad (base pair), notacja pz lub bz

adenina tyming

Para zasad: kompementarne (rysunek obok), potgczone
wigzaniami wodorowymi zasady azotowe nukleotydéw dwéch P guanina
réznych nici kwasu nukleinowego. ' } R

Komplementarnos¢ zasad w DNA

W parach zasad podaje si¢ dtugosé czasteczki DNA. )

Komplementarnoéé zasad w przyktadowym tancuchu DNA:

CTAGTAGCTA
GATCATCGAT
Fragment DNA o dtugosci 10 pz.

Komplementarnos¢ zasad w RNA
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Para zasad (base pair), notacja pz lub bz

Dtugoséé helisy DNA chromosomu X cztowieka wynosi 152, 6
milionéw pz, chromosonu Y 51 milionéw par zasad. Dtugo$é
catego ludzkiego genomu to okoto 3000000000 pz.
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Liczba oplecen DNA jest cecha topologiczna,
determinujaca stopien skrecenia superhelikalnego.

@ Jak zaobserwowat Jerome Vinograd w roku 1963,
kolisty DNA wirusa polio w czasie wirowania rozdzielat
si¢ na dwa pasma. Podczas rozwigzywania tej zagadki
odkryt on wazng wtasnoséé kolistego DNA, jakiej nie
maja czasteczki liniowe.

5

@ Rozwazmy odcinek o dtugoséci 260 pz i konformacji
helisy B- DNA.

@ Poniewaz iloéé par zasad przypadajacych na jeden skret
w czgsteczce DNA wynosi 10, 4 pz,
ta liniowa czgsteczka tworzy 25 =

oSN e oo e
3

g
i

260
10,4

skretéw.

B
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Liczba oplecen DNA jest cecha topologiczna,
determinujaca stopien skrecenia superhelikalnego.

Teraz potaczmy konce tej helisy, tworzac zrelaksowany kolisty 2 q
DNA. J

Zupetnie inny kolisty DNA moze powstaé, kiedy odwiniemy 20
liniowg czasteczke DNA o dwa skrety przed potaczeniem jej § ?
w strukture kolista. 32 ,Dg’
Y -~
Py o 10

1 10 15 20 23 rozluzniona czgsteczka kolista
i g Lz

5
‘ ‘

liniowy DNA cdwinigty o dwa skrety w prawo

=
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Rysunki, zdjecia, obrazki z internetu

25 8 1‘6

Lk=23,Tw~ 25, Wr~ -2
Negative superhelix
(right-handed)

Figure 28.14e
Biochemistry, Seventh Edition
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Rysunki, zdjecia, obrazki z internetu

Close circle

Unwind one tur

™~

L=10 .
T=10 Equivalent
W=0 topologically
Turn once L=9
T=10
W=-1
x

Close circle

Copyright 1999 John Wiley and Sons, Inc, All rights reserved,
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Rysunki, zdjecia, obrazki z internetu

"relaxed" double-helical segment of DNA

negative supercoiling
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Liczba oplecen DNA jest cecha topologiczna,
determinujaca stopien skrecenia superhelikalnego.

I s
@ Jakie sa nastepstwa odwinigcia DNA przed % ?p)
potaczeniem koncéw? Z{ ;)
@ Mozliwe jest przybranie przez niag dwéch konformaciji.: h.\
DNA moze przybraé strukture tworzaca 23 skrety helisy 5 g o

oraz odwinieta petle nie tworzaca dodatkowych

splotéw. Lk=23, Tw= 23, Wr-0

edwinigla ezasteczka kolista
DNA moze takrze przybraé strukture superchelikalna,
gdzie helisa tworzy 25 skretéw oraz 2 skrety

lewoskretnej (okreslonej jako ujemna) struktury S5O0 2SR
superhelikalnej. f.}ﬂ?yﬁ{b
y
Yoo kw,f

25 é 18
Lk=23, Tw- 25, Wr-—2
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Liczba oplecen DNA jest cecha topologiczna,
determinujaca stopien skrecenia superhelikalnego.

@ Przybranie konformacji superhelikalnej znaczaco
wptywa na ogélnka forme DNA.

@ Czasteczka superhelikalna DNA jest bardziej zwarta niz
zrelaksowany (rozluzniony) DNA tej samej dtugosci.

@ Dlatego w czasie wirowania lub elektroforezy
superhelikalny DNA porusza si¢ szybciej niz jego
zrelaksowana forma.

@ Podczas eksperymentu Vinograda szybciej
sedymentowat superhelikalny DNA, natomiast wolniej §

4 i j i ujemnic for
sedymentujagcy DNA byt zrelaksowany. DNA. [Dzicki uprzejmosei: Dr. Jack Griffith] "
v




Teoria weztéw

Biologia molekularna, wyjasnié pojecia.

Liczba oplecen DNA jest cecha topologiczna,
determinujaca stopien skrecenia superhelikalnego.

@ Rozwinigty kolisty DNA ma Tw = 23 i Wr = O,
natomiast superhelikalny DNA ma Tw = 25 i Wr = -2.

@ Te formy moga przechodzi¢ jedna w druga bez
przerywania tancucha DNA, poniewaz maja ta sama
warto$é Lk, mianowicie 23.

@ Podziat wartosci Lk: (ktéra musi byé liczba catkowitg)
miedzy wartosci Tw i Wr (ktére nie musza byé liczbami
catkowitymi) jest okreslony przez energetyke
konformacji.

nergia swobodna osigga wartoé¢ minimalna wtedy,
@ E i bod i §¢ minimal d
gdy 70% zmiany wyrazone jest przez Wr,
a 30% - przez Tw.

@ Tak wiec najbardziej stabilna forma bedzie mieé
wartosci Tw = 24,4 oraz Wr = 1.4,

@ A wigc zmniejszenie Lk powoduje (ujemne)
superhelikalne skrecenie osi DNA.
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Rysunki, zdjecia, obrazki z internetu

O Twist = -1, Writhe = 0. @ Twist = +1, Writhe = 0.
8 Twist = 0, Writhe = -1 8 Twist = 0, Writhe = +1

—

=== vist=-1. wiithe =0

Q‘ Twist = 0, Writhe = -1

—

=== Tvist=-2 Wiithe =0

'=$3'360

== Twist=+1. Wiithe =0

'Q Twist = 0, Writhe = +1

'=¢3l720'

|=<=q=.==| Twist = +2, Writhe = 0.

g 2 g 2 Q Twist = 0, Writhe = +2

g 2 g 2 g Twist = 0, Writhe = -2,

Toroidal  Plectonemic

Toroidal  Plectonemic

Twist = 0, Writhe = -4.

Toroidal

Plectonemic
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Rysunki, zdjecia, obrazki z internetu

Electron microscope image of knotted DNA.
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Rysunki, zdjecia, obrazki z internetu

Form Il
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Topoizomeraza

W latach 70-tych odkryto proces, ktéry prowadzi od
przerwania do rekombinacji DNA.

Byt to rezultat dziatania pojedynczego enzymu, katalizatora
nazwanego topoizorerazg.
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Topoizomeraza

Wyttumaczenie pojecia topoizomerazy.

Chemicznie, dwie czasteczki o tym samym sktadzie
chemicznym, ale réznej strukturze s3 nazwane izomerami.
Zatem diwe czasteczki DNA, o tym samym kodzie par
bazowych, ale réznigce si¢ indeksem zaczepienia, s3 takze
izomerami.

S3 one topologicznie nie réwnowazne. Nazywamy je
topoizomerami.

Natomiast enzym, ktéry zmienia indeks zaczepienia
topoizomeraza.
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Topoizomeraza

Dziatanie topoizomerazy.

Proces zmiany, ktéry dokonuje topoizomeraza, mozna

w uproszczeniu opisaé nastgpujaco.

Najpierw nic DNa jest przecinana w jednym miejscu, nastepnie
segment DNA, przechodzi przez to przecigcie, by ostatecznie
DNA taczy sie¢ ponownie.

Duplex DNA Duplex DNA
(n turns) (n—1 turns)

Copyrieht 1999 Jabn Wil ons Tne All g

Action of Topoisomerase I.
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Topoizomeraza

Topoizomeraza

Topoizomeraza przecina jedng nic DNA.

Topoizomeraza

Topoizomeraza przecina obie nici DNA.
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Rekombinacja konkretnego miejsca (lokalna)(site-specific
recombination.)

REKOMBINACJA

ENZYM

kawatka DNA do innego potozenia w sobie, lub importowania

obcego fragmentu czasteczki DNA. Zatem w rezultacie gen

Jest to lokalna operacja, efektem jest albo przesuniecie
mutuje. }
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)
)

@
) @

(b)

direct repeat ( )
(bezposrednie powtdrzenie) a

(c)
inverted repeat
nie zgadzaja sie orientacje
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Jesli substratem jest wezet DNA, oraz uktad jest direct repeat,
wtedy produkt to dwu sktadowy splot DNA. J

Jesli substratem jest wezet DNA, oraz uktad jest inverted
repeat, wtedy produkt to wezet DNA. J

Jeéli substratem jest splot DNA, to po rekombinacji produkt
to wezet DNA. J
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splot

direct repeat
(bezposrednic powtsrzenic) \&,

(c)
inverted repeat
nie 2gadzajg sie orientacje
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Wezty i sploty otrzymane z suptéw wymiernych naleza do specjalnej
rodziny splotéw nazywanych splotami z dwoma mostami. Doktadniej
wezet (splot) z dwoma mostami jest to taki wezet, ktérego diagram
mozna przedstawi¢ w postaci jak na rysunku ponize;j.

a a:; a (/(11 a;

oeeex... X O L)

COREA ) R A X
la n nieparzystego

dla n parzystego

Liczby catkowite a;

,...,an oznaczaja odpowiednie liczby skrecen na
diagramie.
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Jesli diagram splotu z dwoma
mostami przetniemy ptaszczyzna
prostopadfa do ptaszczyzny
diagramu, to przetnie ona ten
diagram w czterech punktach,
nad i pod ptaszczyzna beda

dwie linie splotu, jakby
dwa mosty.
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Model lokalnej rekombinacji

dwumostowe.

Nastepujace stwierdzenie wynika z obserwacji.
@ 1. Prawie wszystkie produkty lokalnej rekombinacji T
o trywialnym wezle jako substracie, to wezty wymierne + @ =
lub sploty wymierne, tzn. wezty lub sploty R
S

@ 2. Czesé DNA na ktéra dziatat enzym, matematycznie
w kuli tréjwymiarowej, to (2,2)-supet.
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(1,1)-supet
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(2,2)-supty
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(3,3)-supet
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zamiana lokalna

Na rysunku produkt powstaje ze substratu poprzez zastagpienie (2,2)-supta T innym (2,2)-suptem.
Dobra rzecza w matematyce, jest to, ze wewnatrz moze byc na zewnatrz, a na zewnatrz wewnatrz.
Matematycznie jest zasadne stwierdzié, ze to (2,2)-supet S jest wewnatrz T.

S
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Numerator sumy suptéw, produkt

Mozna na sytuacje popatrzeé, jako na sume suptéw, do ktérej
zostata zastosowana operacja numeratora. J

ol

N(S + R) = the product

N )
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Réwnanie supsowe

Otrzymaliémy zatem réwnanie suptowe.
N(S + R) = the product

N(S + R) = produkt.
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Roztozenie substrat

s ] E
Ponadto, mozemy rozdzielié substrat na zewnetrzny supet S 2 E =N +
i wewnetrzny supet E. Wtedy substrat to numerator sumy S J 8

oraz E.
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Jeéli jest mozliwe aby obserwowaé produkt i substrat, wtedy
w idealnej sytuacji mozna by byto wyznaczyé S, E, R z réwnan

N(S + E) = substrat,

N(S + R) = produkt.

Mamy zatem dwa réwnania i trzy niewiadome, potrzebujemy
dodatkowych empirycznych danych.

Stwierdzenie dane z obserwac

Efekt dziatania enzymu - zmiana supta E na supet R - zalezy
tylko od orginalnego enzymu, zatem proces zmiany jest
niezalezny od ksztattu, pozycji, i rozmiaru substratu DNA.

Oznacza to, ze dla kazdej lokalnej rekombinacji otrzymamy
réwnanie jak wyzej. Ze stwierdzenia wynika, ze zadne nowe
zmienne nie s3 wprowadzane, a niewiadomg jest zawsze R w
produkcie. Zatem mozemy tworzyé kolejne réwnania (przez
dziatanie enzymu), a liczba niewiadomych pozostaje stata.
Rozwiazujac uktad réwnan znajdujemy S, E, R.
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Stwierdzenie

Efekt zastosowania serii lokalnych rekombinacji moze byé
opisany jako numerator sumy suptéw, czyli w postaci

N(S+R+R+...+R).
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Tn3 resolwaza jest enzymem, ktéry jest katalizatorem lokalnej
rekombinacji na zamknigtym substracie DNA z directly
repeated miejscami rekombinacji.

Kiedy resolwaza dziata na zamknigtym DNA, ktére jest @(8

zwiniete (supercoiled) i nie zawezlone (wezet trywialny), wtedy
produkt jest splotem.

W wiekszoéci przypadkéw jest to splot Hopfa. (a)
Jesli dochodzi do kolejnej lokalnej rekombinacji wtedy

(b)
nastepnym produktem jest wezet 6semkowy.
Kontynujac lokalng rekombinacje otrzymujemy splot [
Whiteheada. d=b C
(c)

Woyniki eksperymentu z resolwaza Tn3 pokrywaja sie
z powyzszym opisem.

Zaobserwowano, ze produkt czterokrotnej lokalnej
rekombinacji daje wezet z rysunku (d).

Aby znalezé S, E, R te cztery rekombinacje nie s3 wymagane,
i stuza jedynie do sprawdzenia. J
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(a)

Twierdzenie

Mozliwosci dla suptéw S oraz R, ktére spetniaja réwnania
(1),(2).(3), sa ograniczone do czterech par suptéw z rysunku
obok.

Jesli spetnione jest takze réwnanie (4), to jedyna mozliwosé na
supty Si T znajduje si¢ na rysunku obok podpunkt (a).

© 08 O
9 9 & &

@
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Ruchome elementy genetyczne i transpozony
przemieszczanie odcinkdéw DNA pomiedzy komorkami — plazmidy, wirusy

przemieszczanie w obrebie tego samego chromosomu - transpozycja

sekwencje insercyjne [S = 700-5000bp zawieraja odwrocone sekwencje flankowe
oraz kody dla transpozazy (specyficzna mediacja rekombinacji)

zlozone transpozony

transpozon Tns oporno$é na opomosé na opornos¢ na
P = kanamycyne beomycyne streptomycyne  transpozaza
\ / yd
DNA I _ | ‘ ||
1S50L IS50R
- —

odwrocone powtorzenia odwroOcone powtorzenia

transpozon Tn3 transpozaza resolwaza B- lactamaza
\ \ \
DNA B LI | -

odwrocone powtérzenia / odwrocone powtorzenia

geny zwiazane z transpozycja
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TCCTCTGCE
DNA biorey .
| sekwenci insercyna
vz

v
oawrcone powtdrzenia
korcowe

= P
| twanspozazy |
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