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2.2 nanometri

DNA

e Budowa DNA zostata odkryta przez Jamesa
Watsona i Francisa Cricka w 1953 roku

* Jest  nosnikiem informacji genetycznej

3.4 nanometri

u wszystkich zywych organizmow

* Jednostka budujaca DNA jest nukleotyd

10 paia di basi
solco minore

(czasteczka ztozona z cukru - deoksyrybozy,

zasady azotowej i reszty kwasu fosforowego)
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Deoksyryboza

Deoksyryboza, dezoksyryboza, CH,,0,, monosacharyd (pentoza),

roznigcy sie od rybozy brakiem jednego atomu tlenu. Ma postac biatych
krysztatow o temperaturze topnienia 87°C, rozpuszczalnych w wodzie. Jest
sktadnikiem kwasow deoksyrybonukleinowych (kwasy nukleinowe).
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Zasady azotowe

Dwie dwupierscieniowe zasady, ktore nazwano
purynami, s3 strukturami wiekszymi. To adenina
i guanina. Dwie mniejsze, jednopierscieniowe
zasady nazwano pirymidynami. S3 to cytozyna
i tymina. Dla uproszczenia nukleotydom tym
przypisano pierwsze litery ich nazwy zasadowe,;.
| tak kod DNA zyskat znang nam postac alfabetu:

A —od puryny adeniny
G -—od puryny guaniny

C —od pirymidyny cytozyny
T —od pirymidyny tyminy

Pochodne puryny
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Reguta parowania zasad

tymina

Zasady azotowe t3czg sie
wigzaniami wodorowymi wedtug
reguty parowania zasad: adenina

tgczy sie z tyming (dwoma

wigzaniami wodorowymi),
a cytozyna z guaning (trzema
wigzaniami wodorowymi).
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Reszta kwasu fosforowego
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Upakowanie
DNA

chromosom
mitotyczny
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DNA * Upakowanie DNA moze by¢

wizualizowane w postaci dtugich pasm,

a wez&y ktore zostaty wielokrotnie zaplecione i
zwigzane tworzgc wezet, ktory rowniez
poddano zwijaniu.

* Jednakze  proces replikacji czy
transkrypcji zachodzi tatwiej jesli DNA
nie jest splatane. | tutaj wazna funkcje
petnia enzymy zdolne do rozplatania
DNA.
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DNA a wezet

* Myslac o DNA jako o matematycznym wezle, mozliwe jest uzycie teorii
weztow, aby zrozumiec jak trudnym procesem jest rozplatanie wezta oraz
okreslenie wtasciwosci enzymow zdolnych do rozplatania wezta czyli
splatanej czasteczki DNA.

* Matematyczny wezet jest zamknietg petla:




Jedynym sposobem rozplatania
matematycznego wezta jest jego
przeciecie i zamiana nitek, ta ktora
lezata ponad idzie pod spod i na odwrot.
Tak wtasnie dziatajg enzymy.




matematyczny mozemy  zastosowac
zasady topologii weztow do badania DNA.
Pozwala to na okreslenie upakowania

DNA czy odkrycie sciezek dziatania
enzymow powodujacych rozplatanie czy
splatanie DNA.




Enzymy

* To biokatalizatory umozliwiajgce lub utatwiajgce zachodzenie reakgji

chemicznych w organizmie. Wystepuja w kazdej komorce ale moga
dziatac rowniez poza nia.

* Enzymy s3g biatkami prostymi lub ztozonymi ( z czesci biatkowej oraz
kofaktora). W czesci biatkowej enzymu znajduje sie centrum aktywne —
miejsce do ktorego przytacza sie substrat.

Enzym nieznacznie zmienia ksztat Produkty
U\7LSU bstrat podczas wigzania substratu ‘
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Substrat t i
ejscem aktywn, Kompleks Kompleks Produkty opuszczajg,
z miejscem aktywnym -
enzymu enzym-substrat enzym-produkty miejsce aktywne



Topoizomerazy

Topoizomerazy — grupa enzymow biorgcych udziat w replikacji, gdzie
odpowiadajg za stopien skrecenia podwojnej helisy. topoizomerazy
rozplataja podwojna helise DNA, udostepniajac w ten sposob matryce dla
enzymow replikacyjnych lub transkrypcyjnych.

Topoizomerazy




Topoizomeraza typu 1

Topoizomerazy typu | w procesie relaksacji DNA nacinajg jedna nic¢ i nie wymagaja do
tego hydrolizy ATP. W zaleznosci od budowy, wystepowania i mechanizmu dziatania
mozemy podzieli¢ je na trzy podgrupy: A, B i C. Typ IA usuwa tylko ujemne
superskrecenia. Typ IB usuwaja zarowno dodatnie, jak i ujemne superskrecenia oraz ma
nieco odmienny mechanizm relaksacji niz typ IA. Typ IC dziata w sposéb podobny do
topoizomerazy IB, ale rozni sie od niej strukturg.

Topoizomeraza | w
kompleksie z DNA.
A) widok wzdtuz
helisy DNA. B)
Uktad odwrdécony o
900 wzgledem A.




e (zasteczka DNA wigze sie z centrum aktywnym topoizomerazy [; grupa
hydroksylowa -OH tyrozyny 723 wchodzi w reakcje z grupa fosforanowa jednej z
nici DNA, tworzy sie wigzanie fosfodiestrowe miedzy enzymem i DNA — nastepuje
rozerwanie (rozciecie) jednej z nici helisy.

* (Czasteczka DNA odwraca sie wokot nieprzecietej nici. Taka rotacja usuwa
superhelikalne skrety w czasteczce.

* Wolna grupa hydroksylowa -OH czgsteczki DNA wchodzi w reakcje z grupa
fosfotyrozynowa w skutek czego przerwana ni¢ DNA zostaje potgczona.

* Topoizomeraza | odtgcza sie od czasteczki DNA.

11

Relaksacja DNA




Topoziomeraza typu 11

Ludzka topoizomeraza typu Il jest
biatkiem (homodimerem), ktore
posiada zdolnosc przecinania obu
nici DNA w miejscach znajdujacych
sie naprzeciwko siebie,

przemieszczenia przecietych nici,
a nastepnie odbudowy wigzan
fosfodiestrowych.

DNA-segment-
binding sites

Figure 28.18
Biochemistry, Seventh Edition
©2012 W. H. Freeman and Company




Dodanie superskretu

* (Czasteczka DNA wigze sie z centrum aktywnym topoizomerazy Il, tworzac kompleks.

» Kompleks topoizomeraza Il | czasteczka DNA (segment G) wigze sie stabo z innym fragmentem DNA
(segmentT) za pomocg domen.

* Podostarczeniu energii w postaci ATP nastepuje rozerwanie obu nici segmentu G.

* Segment T zostaje przemieszczony za pomocg domen (biatek sktadowych czasteczki) topoizomerazy Il
przez pekniecie segmentu G.

* Pekniete nici segmentu G zostajg na nowo potaczone.

* Topoizomeraza Il otwiera domeny (segment G pozostaje zwigzany z enzymem) i jest gotowa do zwigzania

kolejnego segmentu T.
&G DG " T-segment
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Biolodzy uzywaja mikroskopu elektronowego do obserwowania struktur
DNA. Fragmenty lezgce pod oraz nad sg rozrozniany przy pomocy powtoki

biatkowej, co umozliwia wizualizowanie sptaszczonej czgsteczki DNA jako
wezet.

Czasteczka DNA otoczona
powtoka biatkowa

Zdjecie czasteczki DNA z
mikroskopu elektronowego




Okreslenie parametrow charakteryzujgcych wezet pozwala na rozrdznianie

struktur DNA jednakze moze wystepowac wiele roznych struktur DNA

posiadajacych taka sama liczbe skrzyzowan czy splotow.

Dobra metoda okreslania
liczby skrzyzowan
czgsteczki DNA jest
elektroforeza zelowa.
Dystans jaki pokonuje
czgsteczka DNA w zelu jest
proporcjonalny do liczby
skrzyzowan co

przedstawiono na wykresie:

Distance on gel {cmy)
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Badanie wtasciwosci DNA za pomoca
modeli matematycznych jest mozliwe
dla struktur bakterii i wirusow ktore s3
koliste. Ludzkie DNA, ktore jest liniowe i
niezwykle dtugie mozna w ten sposob
badac uzywajac okresowego wigzania

tworzac topologicznie podobne formy do
kulistych.




Badanie
DNA
za pomocaq

mapy
Lorenza

Mapa Lorenza to nowe spojrzenie na
wezty, jest bardziej naturalng koncepcja

uzycia weztow. Jest bardziej
prawdopodobne, ze taka okresowa orbita
stanowi najbardziej oczywista

geometryczng charakterystyke wezta




b)

Konstrukcja mapy Lorenza

Jezeli skrzyzowanie wsteg powstaje zgodnie
z porzadkiem wewnatrz danego regionu to
kolejna wstega zawsze przebiega pod
wczesniej utworzonymi.

Dowolne dwie sasiednie wstegi majg nie

wiecej niz potowe skretu (twist)




Mapa Lorenza pozwala na badanie topologicznych
wiasciwosci wezta, a co za tym idzie zrozumienie
fizjologicznego zachowania struktury DNA czy biatek.
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* W przypadku kolistych struktur DNA, enzymy miejscowo-specyficzne
wywotujg miedzy strukturalne przejscia powodujac, ze struktury
0siggaja stan rownowagi, nawet w przypadku gdy struktury
topologicznie sg takie same jak przed dodaniem enzymu.

* Obecnie wiadomo, ze tylko podklasa tych enzymow: resolwazy
miejscowo-specyficzne klasy 1A, moga doprowadzic¢ czasteczki do
topologicznej rownowagi na skutek energii gradientu.

» Tylko ta grupa enzymow potrafi wywotac zapetlenie lub rozplatanie
zarowno jednoniciowego jaki i dwuniciowego DNA .




* Wykonano symulacje w  ktorych
zatozony rodzaj struktury (w postaci
wezta) ulegat relaksacji przechodzac w
inny rodzaj wezta. Oczywiscie byty to
obliczenia wiec okreslano
prawdopodobienstwo takiego przejscia
mogacego zajsc¢ dla czasteczki DNA.

* W rezultacie otrzymano wiele sciezek

prowadzacych do otrzymania roznych
weztow




W tabeli umieszczono obliczone prawdopodobienstwo
przejscia jednego typu wezta w inny:
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Dla jednego rodzaju wezta, badano
rozne rodzaje przejsc (opartych na
zmianie  roznych  skrzyzowan)
czego rezultatem byly rozne
rodzaje weztow (roznych typow,
inne ilosci skrzyzowan i ich rodzaj).
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Obliczono rowniez prawdopodobienstwo takiego
przejscia ktorego wynikiem bedzie wezet takiego samego
typu co wyjsciowy
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Minimal crossing number

0 34 Writhe 6.5




BiOlOgiCZne * Metoda ta jest stosowana do okreslenia

uprzywilejowanego energetycznie

Z&StOsowanie przeksztatcenia czasteczki DNA przez
metOdy topoizomeraze

* Niedawno odkryto, ze topoizomeraza
typu Il preferuje przejscia domykajace
do zapetlonego wezta 5,

* Przedstawiona metoda pozwala na
odkrycie jaka byta struktura wyjsciowej
czasteczki na podstawie otrzymanego
.Zrelaksowanego” wezta




Biologiczne
zastosowanie
metody

* Kolejne zastosowanie metody

prawdopodobienstwa przejsc w biologii
polega na wuzyskaniu biologicznie
waznych informacji o geometrii
upakowania DNA W ~gtowie”
bakteriofaga.

Wezty DNA powstate w obrebie , gtowy”
bakteriofaga moga dostarczyc
wskazowek na temat natury
upakowania DNA. Jednakze otrzymane
w mikroskopii elektronowej wezty s3
zbyt skomplikowane dla obliczen.

Jednak po czesciowej relaksacji wezty
stajg sie prostsze i moga byc poprawnie
badane.



Bakteriofag

Head

DNA @

Protein

Long Tail ||
Fibres

2D 3D

Base Plate

Bakteriofagi sg to wirusy bakteryjne zbudowane z materiatu genetycznego
otoczonego biatkami strukturalnymi, ktore tworza kapsyd. Materiat
genetyczny bakteriofagow stanowi DNA lub rzadziej RNA; w postaci

jednoniciowej lub dwuniciowej.




Bakteriofag T4

» Bakteriofag T4 — zawierajacy dwuniciowy DNA bakteriofag o kapsydzie
majgcym ksztatt dwudziestoscianu foremnego (ikosaedru), ktory infekuje
komorki bakterii Escherichia coli. Przytwierdza sie on za pomocg ogonka
do bakterii, a nastepnie, kurczac pochewke ogonka, wstrzykuje swoj
materiat genetyczny do wnetrza komorki bakterii.

 Jest to jeden z najlepiej poznanych wirusow, ktory stat sie swego rodzaju

"prototypem" bakteriofaga czy tez wirusa i zostat najszerze;
wykorzystywany w badaniach naukowych z tej dziedziny. Powszechnie
wystepuje we florze jelitowej ludzi i ssakow.




Zastosowanie bakteriofagéw w
biotechnologii

Enzymy bakteriofagow s3 wykorzystywane w biotechnologii i inzynierii
genetycznej. Charakteryzuje je wysoka wydajnosc¢ katalizy reakcji w ktore;
biorg udziat. Najczesciej wykorzystywane sg enzymy fagow T — parzystych.
Bakteriofag T4 dostarcza ligazy RNA, ligazy DNA, polimerazy DNA oraz
kinazy polinukleotydowe;.

Enzymy dostarczane przez bakteriofagi sg stosowane do:
taczenia czasteczek RNA

Znakowania RNA markerami florescencyjnymi lub radioaktywnymi
Klonowania fragmentéw DNA do odpowiednich wektorow
Przytaczania fragmentow DNA do konca innej czasteczki DNA
Naprawie uszkodzonych sekwencji DNA

Replikacji fagowego genomu

| wiele innych zastosowan




Zastosowanie bakteriofagow w
biotechnologii

* Genomy bakteriofagow sg wykorzystywane do konstruowania wektorow
przenoszacych  docelowe geny do  komorek  bakteryjnych
i umozliwiajacych ich powielanie oraz ekspresje. W tym celu najczescie;
stosuje sie promotory pochodzace z bakteriofagow T3, Tg, T7 oraz SP6

* Po raz pierwszy jako wektora do klonowania DNA wykorzystano
bakteriofaga A. Jego genom stanowi dwuniciowy DNA

* Z materiatu genetycznego bakteriofaga A mozna usunac duze fragmenty
DNA. Pomimo braku czesci DNA nie traci on zdolnosci do replikacji.
Umozliwia to wstawienie obcego fragmentu DNA w zwolnione miejsce.




* Rosngca liczba  gatunkow  bakterii
opornych na wiekszos¢ antybiotykow
zadecydowata o probie wykorzystania
bakteriofagow w leczeniu zakazen

) bakteryjnych. Wirusy bakteryjne znalazty
Zastosowanle zastosowanie w terapii ropnych zakazen

bakteryjnych skory, duru brzusznego

bakterl()fagéw i czerwonki

4 7 * W fagoterapii wykorzystuje sie naturalna
w te apll zdolnos¢ bakteriofagow do zakazania

(fag()te}"apla) komorek bakterii oraz ich lizy podczas

uwalniania czgstek potomnych wirusa.

* Istotne jest aby dobrac odpowiedni szczep
bakteriofaga do  zidentyfikowanego
czynnika zakazajgcego (szczep bakterii).
Stosuje sie bakteriofagi o szerokim jak
i waskim spektrum dziatania




* Proby zastosowania preparatow fagowych
u ludzi wykazaty, ze s3 one catkowicie
skuteczne i bezpieczne. Przeprowadzono
badania nad wykorzystaniem
bakteriofagow w leczeniu  roznych

ZaStOS()wanie zakazen bakteryjnych, takich jak ropne

zakazenia skory, ptuc, optucnej, nerek czy

bakterl()fa/géw uktadu zotadkowo-jelitowego.
W terapll * Do pierwszych dostepnych w handlu

. preparatow  fagowych o  dziataniu
(fagate}"apla) przeciwbakteryjnym nalezg: Bacte-coli-
phage, Bacte-rhinophage, Bacte-
intestiphage, Bactepuophage i Bacte-
staphyphage oraz produkty fagowe
stosowane u ludzi przeciw zakazeniom
Staphylococci, Streptococci i Escherichia
coli




Zastosowanie
bakteriofagow
w terapil
(fagoterapia)

W  porownaniu  z  antybiotykami,
bakteriofagi charakteryzujg sie wysoka
swoistoscia  wzgledem  gospodarza.
Atakujg one konkretny szczep bakterii, nie
niszczac przy tym naturalnej flory
bakteryjnej. Zastosowanie bakteriofagow
w terapii nie powoduje rowniez silnych
efektow ubocznych jak alergie.

Zastosowanie bakteriofagow w terapii ma
tez swoje wady. Powaznym zagrozeniem
jest udziat fagow w horyzontalnym
transferze gendw co moze doprowadzic
do powstania nowych groznych szczepow
bakterii. Oprocz tego problem stanowi
staba penetracja czastek fagowych do
wielu tkanek pacjenta, immunogennosc
wirionow oraz trudne otrzymywanie
dostatecznie oczyszczonych preparatow




Resolwaza
Tnal's

Resolwaza o dziataniu miejscowym —
rozcina tancuchy DNA, taczac je nastepnie w
inny sposob

Wiele firm farmaceutycznych
i biotechnologicznych korzysta z resolwazy
miejscowo-specyficznej aby manipulowac
sekwencjg DNA.




* W 1990 roku Ernest i Sumners uzyli modelu suptowego do analizy
resolwazy miejscowo-specyficznej Tn3 taczacej sie do niezaplatanego
substratu w formie superhelisy, po kazdym obrocie resolwazy trzy
ujemnie skrecenia zostaty zamienione na jedno dodatnie skrzyzowanie.




Resalwaza Jesli os podwojnej helisy DNA jest

. . okregiem, resolwaza  miejscowo -
mLQJSCOwO- specyficzna moze przeksztatcic tg okragty

y czasteczke na roznorodne nietrywialnie
Specyflcznfa wezty i sploty.
a teoria
weztow

C\l inversion <‘_\
~ ¢9
knot not :

inverted repeat inverted repeat

C) fusion
o
>
o D
Q coherent Q deletion
link knot direct repeat

Fig. 7. Band swgeries on the left correspond to site-specific recombinations on the right. In

particular, a coherent band surgery on the left bottom corresponds to a direct repeat recombinat ion
on the right bottom.




Jak to dziata?

Biatko przeksztatca sekwencje genetyczng (np. GATTACA na ACATTAG),
czego rezultatem jest delecja, insercja lub inwersja segmentu DNA. To
dziatanie wigze sie z roznorodnymi procesami fizjologicznymi, a
szczegolnie jest kluczowe w rozprzestrzenianiu sie infekcji wirusowe;.
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Biatka

Wielkoczgsteczkowe biopolimery, zbudowane z reszt
aminokwasow pofaczonych ze soba wigzaniami
peptydowymi -CONH-. Wystepuja we wszystkich
zywych  organizmach oraz  wirusach.  Biatka
zbudowane s3 z 20 aminokwasow. O wtasciwosciach
decyduje sekwencja aminokwasow
w polipeptydowym tancuchu. Ze wzgledu na skale

przestrzenng mozna biatka podzielic na cztery
poziomy:

— Struktura pierwszorzedowa
— Struktura drugorzedowa
— Struktura trzeciorzedowa

— Struktura czwartorzedowa




Biatka

beta harmonijka

alfa helisa

struktura pierwszorzedowa

to sekwencja aminokwasow, ich
kolejnos¢, liniowe utozenie
determinowane przez kolejnos¢
nukleotydow w DNA

struktura drugorzedowa

zwiniecie struktury pierwszorzedowej
utrwalone za pomocq wigzan
wodorowych; ich zerwanie powoduje
nieodwracalne zniszczenie biatka -
denaturacje

struktura trzeciorzedowa

struktura warunkujgca wiasciwosci
biatka, stabilizowana przez

wigzania powstajace pomiedzy
oddalonymi od siebie aminokwasami
(m.in..wigzania jonowe, mostki
dwusiarczkowe); rowniez moze ulegac
denaturacji

struktura czwartorzedowa

to sposoéb potaczenia sie struktur
trzeciorzedowych w przestrzeni;
dotyczy biatek zbudowanych z wigcej
niz jednego tancucha polipeptydowego




Biatka a wezty

Struktury biatek poddano komputerowej analizie. Okazato sie, ze okoto
1% przebadanych biatek zawiera wezty.

Mechanizm powstawania wezta w strukturze biatka:
Najpierw powstaje petla, ktora ulega skreceniu
Nastepnie przez jej oczko zostaje przetozona koncowka tancucha biatkowego

Jesli petle skrecimy o 180 stopni i wykonamy przetozenie przez oczko, otrzymamy
wezet 3,; jesli wykonamy petny obrot: 4., jesli dwa obroty: 5, przy trzech: 6_.

Rodzaje wezfow w biatkach. Od
lewej: 3-1, 4-1, 5-2i 6-1. 2rédio:
Public domain



Dlaczego w
blafku nie Powstanie tego wezta wymagatoby

dwukrotnego przetozenia koncowki przez

POWSLAJe ok, co jest bardzo  mato
LUQZQf 5]? prawdopodobne




Biatka a
wezty

* Symulacje pozwolity rowniez

zrozumiec¢, w jaki sposob dochodzi do
przetkniecia koncowki tancucha przez
oczko petli.

Proces okazat sie dwuetapowy.

Najpierw przez pierwotng petle przechodzi
druga, tymczasowa petla, co prowadzi do
powstania pseudowezta podobnego do
stosowanego przy Zzawigzywaniu
sznurowadet.

Dopiero w drugiej fazie koncowka tancucha
przeciska sie przez petle pierwotng i formuje
wiasciwy wezet.




Biatka a
wezty

 Wezty w wyrazny sposob ograniczaja

ruchy tancucha, badania nad ich
powstawaniem majg istotne znaczenie
dla poznania mechanizmow zwijania
| rozwijania struktur biatkowych. Wezty
stwarzajg wiekszy opor mechaniczny
przy rozcigganiu biatek.

Wiele biatek z weztami to enzymy,
w wiekszosci przypadkow o nieznane;
roli w organizmie.

Zrozumienie roli weztow w procesach
prowadzonych przez biatka moze miec
wiec  szczegolne  znaczenie  przy
zwalczaniu chorob, w ktorych kluczowa
role odgrywaja agregaty biatkowe
(np. choroba Alzheimera).




Jak w biatkach definiujemy wezty?

Wiadomo, ze wezty (matematyczne) to zamkniete formy cykliczne,
natomiast biatka posiadajg konce C i N zlokalizowane blisko powierzchni
biatka (niepotaczone).

YibK Folding of topologically knotted proteins Trefoil 3 knot




Methyltransferase Domain of Human TAR
(HIV-1) RNA binding protein 1

Struktura biatka Wezet (3.)




Ubihin hydrolase

Struktura biatka Wezet (5,)




Ubiquitin Carboxy-terminal Hydrolase L1
(UCH-L1)

Struktura biatka Wezet (5,)




Escherichia coli ketol-acid
reductoisomerase

Struktura biatka Wezet (4.)
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