Zastosowanie teorii weztow w
biologii molekularnej
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Co kryje sie pod pojeciem biologi :
molekularne;j? -
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Biologia molekularna jest to dziedzina nauki z ..Q.‘...'

pogranicza kilku nauk biologicznych, m.in. biochemii, ’. ii»

biofizyki i genetyki. Zajmuje sie ona ustalaniem ... \ !f,v

zwigzku pomiedzy budowa substancji [ \ A

wielkoczgsteczkowych (gtéwnie DNA, RNA i biatek), a \L@

rolg, jakg petniag one w komodrce. Przedmiotem jej

badan jest rowniez organizacja organelli komdérkowych & 5‘

oraz molekularne podtoze ich funkcjonowania. .,,,,,”)V\

Termin biologia molekularna zostat po
raz pierwszy uzyty w 1930 r. przez Warrena
Weavera, pracujgcego dla Fundacji

= Rockefellera.



Warren Weaver 1894 - 1978







substancja chemiczna, ktdra stanowi nosniki informacji genetycznej i
dziedzicznosci. Materiatem genetycznym u wszystkich organizmow jest

. @ u wirusa grypy lub wirusa HIV, funkcje te petni RNA.
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U cztowieka, DNA ,,upakowany”
jest w chromosomach (posiadamy
23 pary chromosomadw).



Wielkoczasteczkowy organiczny zwigzek
chemiczny z grupy kwasow nukleinowych
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U organizmoéw eukariotycznych zlokalizowany

w jadrze komorkowym (99%) oraz
mitochondriach (1%). U prokariotéow — w
cytoplazmie.



Odkrycie DNA

James Watson i Francis Crick w 1953 roku
dokonali przetomowego dla medycyny odkrycia
budowy czgsteczki DNA.

W 1962 roku wraz z Maurice Wilkins otrzymali
nagrode Nobla w dziedzinie fizjologii. Watson
miat 25 lat.

James Watson

Francis Crick.
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opis struktury kwaséw nukleinowych (DNA, Ny \(\%
3 RNA) \

\ \ * badanie procesow rekombinacji DNA

* opis dziatania enzymow katalizujgcych
procesy zyciowe

* opis struktury kompleksow DNA z biatkami
* poznanie topologii biatek
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Kilka stédw o topologii
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Teoria weztdw jest podzbiorem wiekszej gatezi matematyki zwanej topologia.
Topologia jest dziedzing matematyki, ktdéra zajmuje sie wifasnosciami figur
geometrycznych w stanie niezmienionym przez odksztatcenia sprezyste, takie jak

rozcigganie lub skrecanie.
IE )
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Dla topologa, kula jest taka sama jak kostka, a paczek jak filizanka do kawy.
Teoria weztdéw jest obszarem topologii, ktéra zajmuje sie weztami i ich
tgczeniem.




racji, iz DNAjest tak ciasno upako
ograniczonej przpqtrzem nie dziwi fakt,
splatane.

w takiej

s I/, / V'll'll Ij. Tl

il DNA podlega topologicznemu manipulowaniu w
procesach zyciowych.

Odpowiadajg za to ENZYMY!
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Cykliczne struktury DNA okresla sie za pomoca trzech
liczb:

N,
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Lk (linking) - dwukrotna liczba skrzyzowan
dwadch nici dupleksu

Tw (twisting) - liczba obrotow wstegi
wokot osi helisy

Wr (wirthing) — liczba zwojow




Cykliczna czgsteczka DNA moze wystepowac w réznych postaciach:

2 T

Rozluzniona 8.
Odwinieta L/\)
|3 w

Superhelikalna

W rozluznionej liczba skrzyzowan nici dupleksu
jest wieksza niz w odwinietej czasteczce.




Jak wezlty w DNA wptywajg na jego
aktywnosc biologiczng w komorkach?
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Wystepowanie weztow w DNA moze
powodowac szkodliwe skutki w wielu
procesach komoérkowych prowadzgce do wad @
i mutacji w genomie. Aby przezwyciezyc te
problemy, komorki wytwarzajg,

wszechobecne enzymy zwane
topoizomerazami.




Oczekuje sie, ze teoria weztow pomoze odkry¢ mechanizm,
dzieki ktoremu dziatajg enzymy zwigzane z DNA.
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DNA musi zosta¢ rozplatany przez enzymy, aby mogta nastgpic¢ 'y
replikacja czy transkrypcja. Z tego wzgledu matematyczna
teoria weztéw i biologia sg ze sobg powigzane.

Teoria weztow pomaga okresli¢ stopien

skrecenia helisy DNA.
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W roku 1971, biochemik James Wang dostarczyt dowodow na to, ze
pewne enzymy topoizomerazy zmieniajg topologiczng konfiguracje

DNA, na przyktad poprzez rozplatanie, a topologia czgsteczki DNA,
wptywa na ich dziatanie na komorke.

Badanie topologicznych konfiguracji DNA
moze wiec nam wyjasnic, w jaki sposéb DNA
uczestniczy w mechanizmie komérkowym.
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Dziatanie enzymow polega na manipulacji DNA na kilka réznych
sposobow:

S

Mogg one powodowac zwijanie sie
DNA (supercoiling)
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Moga zmieniac ustawienia
mostow i tuneli
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Moga rozplatac pare nici i rekombinowac je '.Q..‘|
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Miejscowo-specyficzna rekombinacja
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Topoizomerazy
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S3 enzymami odpowiedzialnymi za stopien skrecenia podwdjnej helisy DNA.
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Gtéwna rolg topoizomeraz jest rozplatanie podwadjnej helisy
udostepniajac w ten sposdb matryce dla enzymoéw replikacyjnych
oraz transkrypcyjnych.
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- Topoizomerazy sg zaangazowane w kontrolowanie superskrecenia.

* R6zny mechanizm dziatania topoizomeraz stat sie podstawowym

kryterium ich podziatu na dwa typy - | oraz I, ktore nacinaja




Topoizomeraza typu |

| Hydroliza 1 wiazania P e

B S . Ei

Enzym owija sie wokot helisy DNA i nacina tylko jedng z jej nici. Pozniej, =
utrzymujgc sie w miejscu uszkodzenia, pozwala helisie wirowac¢. Znosito * f’;i‘f" ’
naprezenia wynikajace z jej zwiniecia. Gdy struktura jest juz rozluzniona, 4
topoizomeraza tgczy przeciety fancuch, przywracajgc pierwotng strukture 'j_ :
podwadjnej helisy DNA. 4
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Duplex DNA Duplex DNA
(n-1 tums)




(A).W efekcie nukleofilowego ataku OH reszty tyrozyny w centrum katalitycznym
topoizomerazy na wigzanie fosfodiestrowe dochodzi do jego hydrolizy (wigzania
fosfodiestrowego) z jednoczesnym utworzeniem przejSciowego kompleksu kowalencyjnego

miedzy grupa hydroksylowg tyrozyny, a uwolniong grupg fosforanowg na 5’-koncu przecietej
nici (B). Nastepnie nietknieta nic jest przeciggana przez utworzone pekniecie.




(C) Peten cykl katalityczny koriczy sie religacjg wigzania fosfodiestrowego i uwolnieniem
czgsteczki kwasu deoksyrybonukleinowego. (D) Nastepstwem dziatania topoizomeraz
typu IA jest usuniecie jednego, negatywnego superskretu z czasteczki DNA po kazdym

cyklu katalitycznym

OH 4 >0
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Dziatanie topoizomerazy 1A
s S\
Schemat przedstawiajgcy proponowany mechanizm relaksacji DNA wedtug topoizomerazy
1A.
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Topoizomeraza typu |
—— = 3 \0\

::_ Hydroliza 2 wigzan -

Topoizomerazy typu Il rozszczepiajg podwdjng ni¢ DNA przez zmiane liczby
powigzania czgsteczki DNA. Przeksztatcajg 1 dodatni skret do 1 ujemnego.
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Zastosowanie: do topoizomeraz |l zalicza sie Topo IV, ktory odgrywa wazng role w roztgczaniu
nowo replikowanych genomadéw, zapewniajgc tym samym wtasciwg segregacje podczas
podziatu komorki.



Obecnosc¢ topoizomerazlillu
ow bakterii

Streptomyces coelicolor + = *
Streptomyces venezuelae + s +
Staphylococcus aureus + ¥

+ +
L
L]

Helicobacter pylori 193
Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterivm avium
Streptococeus pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli

Yersinia pestis
Deinococcus geothermalis
Bacillus subtilis

+ + + + +
+ + + + + + + + + + + +
+

+ + + + + + + +

1) U bakteni Helicobacter pylori JB9 obacne 53 trzy waranty biatka Toph [opis w tekscia)
2) Biatko psiIN, wykazujgce homologie wzgledem pokswirusowych topoizomeraz typu 1B




To enzym wystepujacy w organizmach prokarlotycznych Przy uzyciu energii
\ pochodzqgcej z hydrolizy ATP katalizuje on wprowadzanie ujemnych skretow w
helisie DNA.




Substrate Reaction Product
Og(j,\':} Supercoiled

- 8 Knotted

8 Linked




Replikacja DNA - proces, w ktorym podwadjna ni¢ DNA (podwdjna
helisa) ulega skopiowaniu (proces samoodtwarzania sie DNA)

AW

Podczas replikacji, przemieszczajgce sie widetki replikacyjne

Nk
generujg pozytywne superskrety przed widetkami oraz i )))
negatywne superskrety za nimi.

Topoizomeraza | i gyraza, usuwajgc z DNA
odpowiednio negatywne i pozytywne
superskrety, zapewniajg efektywne
przemieszczanie sie kompleksu replikacyjnego
wzdtuz chromosomu.
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DNA polymerase

Original DNA

Topoisomerase

Okazaki
fragment  RNA Primase
primer
Helicase —

Parent DNA

Topoizomerazy | wystepujg we wszystkich organizmach, ich utrata jest Smiertelna dla komarki.
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Rola topoizomerazy w procesie

transkrvpcii

Podczas transkrypcji, topoizomeraza | umozliwia usuwanie
negatywnych superskretow i zapobiega powstawaniu tzw. petli R,
tworzonych przez powstajgce podczas transkrypcji hybrydy
DNA:RNA.

Topoizomeraza odpowiada takze za przemodelowywanie chromatyny podczas
cyklu transkrypcji.
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:; Rola topoizomerazy | podczas transkrypcji jest szczegdlnie widoczna w
:: warunkach stresu. Dochodzi wtedy do ekspresji duzej puli gendw.
_— Towarzyszgca temu intensywna transkrypcja, wymaga zaangazowania

™| dodatkowych czgsteczek biatka TopA, ktérego wytwarzanie jest w takich

\ okolicznosciach podwyzszone.
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Transkrypcja

Template
strand

RNA polymerase

RNA-DNA hybrid helix



Rekombinacja jest to proces wymiany materiatu genetycznego, w wyniku ktdrego
powstajg nowe genotypy. Stanowi ona giowne 7Zrdodio wystepujacej w przyrodzie
zmiennoSci dziedzicznej oraz podstawe dla proceséw ewolucyjnych.
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Enzym: rekombinaza l | I/

Miejscowo-specyficzna rekombinacja jest procesem, w ktorym blok DNA zostaje
przeniesiony do innej pozycji w czgsteczce zintegrowanej z genomem gospodarza.
Zachodzi miedzy niespokrewnionymi sekwencjami nukleotydowymi.
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Czesci czgsteczki lub roznych czasteczek sg rozpoznawane, a nastepnie
zwigzane przez enzym. Jest to etap reakcji zwany Synapsis. Czgsteczka DNA
wraz z enzymem okresla sie mianem kompleksu synaptycznego. Przed
rekombinacjg czgsteczka DNA nazwana jest
substratem, a po rekombinacji — produktem.




Po zwigzaniu z DNA, enzym przerywa go w dwoéch miejscach, a nastepnie rekombinuje
konice przez ich wymiane.

SRR

Kompleks

synaptyczny,

rekombinaza
przytgczona do
) obu stron



. .
Schemat rekombinacji miejscowo-specyficznej
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b Pre-recombinaton
synapic complex

=2

c. Post-recombination d. Product
synapiic complex




Kazde z miejsc rekombinacji sg odpowiednio zorientowane.
~ Jesli orientacja stron sie zgadza, konfiguracje czgsteczki
okresla sie direct repeats, a jesli nie to tzw. inverted repeats.
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inverted repeats — odwrocone powtorzenie



Jezeli substratem jest wezet DNA we wtasciwym
powtdrzeniu - produkt to ztgczone 2 komponenty DNA
Jezeli substratem sg 2 splecione czgsteczki DNA — produkt to
wezet DNA (DNA knot)

Jezeli substratem jest wezet DNA w odwrdéconym
powtdrzeniu - produkt to wezet DNA (DNA knot)
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Istnieje kilka metod, ktore pozwalaja
naukowcom okreslic, jakiego rodzaju
wezet lub potaczenie jest utworzone

PO miejscowo-specyficznej
rekombinacji.




Proces rozdzielania DNA:

1.

Naciecie DNA w celu uwolnienia
superzwojow.

. Przygotowanie ptytki zelowej i

umieszczenie jej w kapieli wodnej

. Przepuszczenie pradu przez te kapiel
. Naniesienie nacietych czgsteczek DNA

na zel.

. Proces rozdzielenia w zelu
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W swietle UV pojawiajg sie ciemne prazki w
doét biatego zelu. Kazde pasmo odpowiada
wielu czasteczkom DNA, a jego intensywnos¢
jest proporcjonalna do ilosci obecnego DNA.
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Metoda elektroforezy w zelu moze jedynie oszacowac liczbe splotow jakie DNA zawiera,
dlatego dla bardziej precyzyjnego pomiaru...
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W tym procesie, czgsteczka DNA jest ostonieta
powtoka, ktdra gestnieje i usztywnia j3. Jest
wiec mozliwe okreslenie doktadnie weztéw lub
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RNA - pseudowezt
R =




Pl S S R struktura pseudowezta
.............. wirusa z6ttej mozaiki

rzepy
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Powstawanie obszaru pseudowezta H w RNA.
a) Liniowa organizacja podstawowych elementéw parowania
b) Tworzenie struktury tzw. szpinki do wtosow przed tworzeniem
pseudowezta
c) Utworzenie struktury H

= B 4 .
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Lokalizacja pseudowezta w RNA
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Biatka takze posiadajg szereg
skompllkowanych topolog‘cznych cech

wigzania niekowalencyjne mogq prowadzic do
zazebienia  oligomerycznych  podjednostek
pierscieni  biatkowych, w  ktorych dwa
pierscienie tworzq splot Hopfa, a zatem stajq
sie nieroztgczne.

struktura splotu Hopfa utworzona przez

wigzania disiarczkowe wewnqtrz kazdej
podjednostki

dimerycznego biatka

(b)
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wigzanie dwusiarczkowe tworzy petle
kowalencyjnq, przez ktorq czesc taricucha

czynnik wzrostu nerwu zawiera cysteinowy
wezef utworzony przez trzy wigzania
dwusiarczkowe (czarne stupki) miedzy dwoma
odcinkami faricucha polipeptydowego

7 .



tanicuch polipeptydowy
metylotransferazy E. coli
zawiera trojlistnik

N
5

ludzka fosfataza
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Eksperymentalna charakterystyka zwijania metylotransferaz

a)w P N
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unknotted newly unfolded or partially native dimeric knottad
translated folded but knotted ; state
polypeptide chain chain

>

Chemical denaturation system

v

Cell-free translation system

+ GroEL-GroES
unfolding o\
( ("backtracking’) %@)




“ent

W 2010 roku grupa Yeates skonstruowata sztucznie splatane na ksztatt
trojlistnika biatka przez kowalencyjne potgczenie ze sobg dwdch monomeréw
tworzgc dimeryczng strukture HP0242 z Helicobacter pylori

R /0

Subunits linked
genetically by
domain duplication

2ouf-wt
(unknotted dimer)

Pomimo, iz splatane (knotted) biatko jest
bardziej stabilne niz niesplgtane (unknotted) to

zwija sie w znacznie wolniejszym tempie (okoto
20-krotnie), wskazujac, iz zapetlenie lub
oddziatywanie zwigzane z nim ograniczajg
szybkosc¢ zwijania biatek.
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* http://iopscience.iop
*https://bionano.cent.u
*http://www-1ncbi-1nim

_
L
-

[o
BEEE L

d—

o o

ovT
... ' ","'

06 _1/Page \\\
‘ )»)“
‘!II;

—
4

i
‘0

62
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