do opisu migracji elektroforetyczne]
DNA



Plazmidy

To czgsteczki DNA — pozachromosomowe
Zdolne sg do samodzielniej replikacji
Nie niosg genow metabolizmu podstawowego

Kwas DNA zawiera instrukcje, dzieki ktorym mozliwe jest konstruowanie innych
elementow w komorkach, takich jak czgsteczki kwasu RNA czy biatka.

Kwas DNA nie dziata sam z siebie i nie dziata na inne czgsteczki, ale to enzymy
korzystajg z zapisanych w nim informacji, czego skutkiem jest replikacja oraz
synteza biatek




DNA tworzy skomplikowane WEZLY !
Posiada wiele stopni upakowania

Mitotic chromosome

Nucleosome

Mitotically
retained
TF Foci

Micro-RNA

Superzwoj

Methylated DNA




Wezly w tancuchu DNA

« Wyobrazmy sobie tasme z dwoma brzegami, w srodku znajduje sie 0$ w przestrzeni. Na
tasmie znajduje sie tarnicuch DNA

» Poprzez skrecenie tasiemki widzimy, ze tancuch DNA rowniez ulega skreceniu tworzgc
strukture heliakalng skrecong w jednym kierunku

W biologi:
Liczba splecen = Liczba skretow + Liczba zwojow

Liczba splecen jest identycznie obliczana jak w klasycznej teorii weztow - indeks zaczepienia. Jest to
potowa sumy prawych i lewych skrzyzowan.

Liczbe skretow w biologii liczymy z rwnania KADROWANIA FERNETA

1

Tw (T x N).Nds = — 7ds

21 Jo(s) 2m Ja(s)

T - styczny wektor jednostkowy do vy (S), N jest pochodng T wzgledem dtugosci tuku y (s) podzielong
przez jej dtugosc. T to skrecanie, miara nieplanarnosci krzywej.
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Obliczenia skretow i zwojow

(-) crossing (+) crossing
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a. Znany nam koncept prawych i lewych skrzyzowan z klasycznej teorii weztow

b. Struktura wyzszego rzedu DNA — rozpatrywana jako zwoj. W tym przypadku W = -3, a Tw (skret) = 0
c. Konce DNA s3g rozciggane, tak ze w tej projekcji nie widzimy zwojow. W maleje, T rosnie

d. tancuch DNA zostat catkowicie rozciggniety. Ale jest skrecony. Superzwdj zostat catkowicie

przetransformowany do skrecenia. Helisa DNA nie jest juz trojwymiarowa. T ( skrecenie) = -3 zwoje
W=0

H



Nici DNA sg otwartymi weztami, zamkniete
nici tworzg plazmidy.

Zamknieta struktura plazmidu. Struktury
takie rowniez mogg wystepowac jak
sploty wielu weztéw.

Plazmidy réwniez mogg wystepowacé
jako wezty nietrywialne.

Helisa DNA, b, a, z. W tym przypadku, gry konce nie sg potgczone struktura topologiczna rozpatrywana jest lokalnie.

np.: Analiza topologiczna miejsca replikacji genéw z nici taricucha DNA, uwzgledniajgca dziatanie enzyméw powodujgcych
lokalng zmiane lokalnego charakteru nici wezta DNA.

B: prawoskretna, fi 2 nm, odlegtos¢ pomiedzy 0,34 nm, skok helisy 10 zasad — 3,4 nm
A: prawoskretna, fi 2,6 nm, odlegto$¢ pomiedzy 0,26 nm, skok helisy 11 zasad — 2,8 nm
Z: lewoskretna, fi 1,8 nm, odlegtos¢ pomiedzy 0,37 nm, skok helisy 12 zasad — 4,5 nm




Zdjecie mikroskopowe wezta DNA
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Wezet DNA — trojlistnik — bakteria E. col




Topoizomerazy | rekombinazy

* Wszelkiego rodzaju zmiany DNA dokonywane poprzez enzymy
majg charakter topologiczny.

» Topoizomerazy to izomerazy, majg zdolnos¢ zmiany topologii
wezta DNA

» Topoizomerazy umozliwiajg dzieki modyfikacjom nici DNA
zachodzenie transkrypcji, rekombinaciji i replikacji

« Topoizomeraza | — zmienia liczbe splecen DNA z krokiem co 1

» Dziatajg tylko na pojedynczej nici DNA

 Ich zadaniem jest modyfikacja superzwojowej struktury
DNA

» Sg konieczne do replikacji, podczas replikacji helisa jest

* rozluzniana i rozplgtywana

« Jezeli zwoje sg zbyt ciasne czgsteczka DNA moze sie
ztamac

» Brak topoizomerazy | powoduje smier¢ komorek

» Topoizomeraza Il — zmienia liczbe splecen DNA z krokiem co 2




Aby mozliwa byla replikacja DNA, nalezy miejscowo
rozplata¢ nadstrukturalng postac¢ tancucha DNA
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Dimer polimerazy Il DNA

Ni¢ wiodaca
Czasteczka DNA tworzy ~ Topoizomeraza przylacza si¢  Jedna z nici DNA
jeden superskret. do rozluznionych zostaje rozcieta i 5’-fosforan
nici w czasteczee DNA. przylacza si¢ do enzymu.

Ni¢ opézniona
Matryca nici opéznionej

« Topoizomeraza Il — zmienia liczbe splecen DNA z krokiem co 2
« Dziatajg na dwie nici DNA
* Nici sg ciete, nastepuje przemieszczenie przestrzenne nici
« Zachodzi lokalna zmiana topologii miejsca ciecia
* Przeciete nici sg tgczone
* Topoizomerazy DNA Il — zmieniajg TYP WEZLA
» Dokonujg UPROSZCZENIA TOPOLOGICZNEGO




Dlaczego teoria weztow potrzebna jest w biologii ?

- Niemozliwe jest obserwowanie bezposrednie dziatania N AN
topoizomeraz ~ ; :

« Znamy tylko stan poczatkowy i koncowy uktadu DNA

- Badajgc liczbe weztdw w czgsteczce DNA mozliwe jest
badanie mechanizmu dziatania topoizomeraz | zmian
strukturalnych czgsteczek DNA

L

 Niemozliwe jest obecnie obserwowanie dziatania
topoizomeraz, ale mozliwe jest ocenianie aktywnosci
topoizomeraz poprzez badanie produktow reakcji do
ktorych sie przyczyniajg

eeeeeee

« Badanie tych produktow prowadzone jest
elektroforetycznie

« Wezly o tej same] masie molowej mogg tworzyc
topologicznie inne czgsteczki. Posiadajg inng liczbe
skrzyzowan itd.

» Elektroforeza potrafi odrozni¢ czgsteczki DNA 0 réoznym
stopniu zawezlenia, o réznej liczbie skrzyzowan




Elektroforeza zelowa

Plazmid — to dwuniciowa ni¢ DNA natadowana ujemnie,

Solids Surface

wystepujgca u bakterii S
ks

Tworzy czgsteczki koloidalne, do opisu zachowania sie
plazmidow stosujemy klasyczng teorie elektroforetyczng

Na granicy faz DNA / roztwor wystepuje skokowa zmiana
potencjatu — potencjat elektrokinetyczny. Stata (co do
znaku) polaryzacja umozliwia jednokierunkowy ruch
weztow DNA do anody.

Plazmidy tworzg koloidy liofilowe, otoczone otoczkag
hydratacyjng wystepujg oddziatywania dipol — dipol, dipol
- jon

Elektroforeza — to ruch czgstek fazy rozproszonej (wezet
DNA) w polu elektrycznym, wzgledem nieruchomego
osrodka (zel agarozowy)

Jepoirrier (CC BY-SA 2.0)




Elektroforeza zelowa

« Pomiedzy ptaskimi elektrodami wytwarza sie
jednorodne pole elektryczne dane wzorem:

« Natadowane elektrycznie wezty DNA poruszajg sie
w polu elektrycznym o natezeniu E ruchem
jednostajnym ze statg rownowagowag predkoscig V.

* Ruchliwos¢ elektroforetyczna to :




Teoria weziow w opisie wedréowki fragmentow DNA
w zelu elektroforetycznym.

Wedrowka fragmentow DNA w zelu zalezy od wiasciwosci zelu
elektroforetycznego - wielkosci porow i zwisajgcych koncow

Oddziatywania topologiczne pomiedzy czgstkami zelu a DNA moga
by¢ opisane poprzez liczbe splatania. Oddziatywania petli weztow z
zelem (zaczepianie fragmentow petli DNA o zwisajgce fragmenty zelu)
powodujg brak zaleznosci liniowe] pomiedzy liczbg splatania a
ruchliwoscig elektroforetyczng w srednich polach elektrycznych

W elektroforezie 2D prgzki na zelu charakteryzujg sie ksztaltem
tukowym. Gdy gestos¢ koncow zwisajgcych zanika prazki sie prostujg

Ksztatt tukow mozna przewidywac korzystajgc z zaleznosci masy
czgsteczkowej od ztozonych wiasciwosci topologicznych




Topologia a elektroforeza

Podczas transkrypcji nastepuje lokalna zmiana skrecenia nici DNA

Topoizomerazy usuwajg wezty oraz katenany

Stan  topologiczny  czgsteczki DNA ustala sie  metoda
elektroforetyczna.

Ustalono eksperymentalnie, ze:

Ruchliwos¢ natadowanej czgsteczki DNA w polu elektrycznym zalezy od
jej ksztattu i topologi

 Dzieki elektroforezie zelowej (doktadana metoda analityczna) mozliwe
jest rozroznianie weztow. Mozliwe jest rozroznianie plazmidow z rézng
iloScig superskretow.

* Metoda 2D — polega na przyktadaniu pola elektrycznego do zelu w
kKierunku y, a nastepnie w kierunku x. Dzieki temu zwieksza sie
rozdzielczos¢ oraz czutos¢ metody.




Ruch zrelaksowanych czgsteczek DNA w
rzadkim zelu i stabym polu

Zjawisko elektroforezy w petni opisuje chemia fizyczna. W praktyce
jednak wezty nie dajg przewidywalnych wynikow. Znamy tylko
zaleznosci empiryczne ruchliwosc¢ — topologia DNA.

Wiadomo, ze ponacinane zrelaksowane DNA, Z usunietymi
naprezeniami torsyjnymi w rzadkim zelu zachowujg sie jak czgsteczki
sedymentujgce w polu grawitacyjnym

Predkos¢ ruchu oblicza sie poréwnujgc natezenie pola elektrycznego |
site tarcia proporcjonalna do rozmiaru czgsteczki.

Bardziej ztozone wezty DNA sg mniejsze !

Bardzie| ztozone wezty DNA poruszajg sie w zelu szybciej, ze wzgledu
na mniejszg zawade przestrzenng | mniejsze sity tarcia.




Ruch weziow DNA w gestym zelu
| silnym polu elektrycznym

* Ruchliwos¢ weztbw w polu elektrycznym opisana jest
niemiotoniczng funkcjg ztozonosci wezta — Sredniej ilosci
skrzyzowan

« Wezly poruszajg sie wolniej im ich srednia iloSC skrzyzowan
rosnie w silnym polu

« W stabym polu i niskim stezeniu zelu odwrotnie !

- Wyzej wymienione efekty powodujg nieliniowg zaleznosc
miedzy szybkoscig migracji a ztozonoscig wezta

- W konsekwencji nie uzyskujemy ,usmiechajgce sie” linie
prazkow elektroforetycznych




Wezly DNA tworzg tuk elektroforetyczny
tylko w nieregularnych zelach

MODEL:

10 roznych zrelaksowanych torsyjnie
ponacinanych czgsteczek DNA 3,7 kpz
w zelu agarozowym ze zwisajgcymi
koncami

Petle niesplecione, Iub tworzace
maksymalnie 9 skrzyzowan (projekcja
minimalna)

Wezly poruszaty sie w kierunku z przy
stabym polu 50 V/cm a nastepnie w
kierunku y w silnym polu 150 V/cm

Wprowadzona liczba splatania
zwieksza sie ze wzrostem sSrednigj
liczby skrzyzowan

sl
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W modelu przyjeto kubiczng postac zelu
posiadajgcego zwisajgce konce

Po obliczeniach okazato sie, ze model spetnia
zatozenia dla stabego pola (liniowa zaleznosc¢
miedzy ruchliwoscig a iloscig skrzyzowan)

Czas potrzebny na oddzielenie sie DNA od
zelu zalezy od jego sredniej liczby splgtania |
ztozonosci wezta. Ruch wywotany natezeniem
pola elektrycznego konkuruje =z tarciem
Stokowskim zwiekszajgcym ruchliwos¢ wraz
ze wzrostem sredniej ilosci skrzyzowan.

Zjawiska te powodujg niemonotoniczne
zachowanie ruchliwosci elektroforetycznej w
odniesieniu do sredniej liczby skrzyzowan
powodujgc  ,usmiechanie sie¢” prgzkow
elektroforetycznych.




Na rysunku widoczny model zelu
agarozowego

Przedstawione wezty DNA, to
konfiguracje rownowagowe

Widzimy, ze im bardziej ztozony
wezet tym jego rozmiar jest
mniejszy

Czerwony — trojlistnik
Pomaranczowy 4,
Z6ity 5,

Zielony 6,

Szary 9,




Monitoring trajektorii weztow w nieregularnym zelu
Stabe Pole

4.0 107

Porownano szybkosc¢ poruszania sie srodkow mas weztow w
zaleznosci od natezenia pola - SLABE POLE

Ruchliwosc¢ elektroforetyczna weztow DNA zwieksza sie wraz z
ztozonoscig topologiczng konfiguracji tancuchow.




Monitoring trajektorii weztow w nieregularnym zelu
Silne pole

W silnym polu ruchliwos¢ ma charakter niemonotoniczny.

Wezet trywialny porusza sie szybciej niz trojlistnik ! | inne.




Potozenie prazkow na zelu

Model matematyczny oraz elektroferegram superskreconych plazmidéw

z widocznym tukiem



Bardziej ztozone wezty majg mniejszy rozmiar, ale
wieksza liczbe splatania

« Wezty DNA mogg by¢ hamowane podczas
wedrowki  elektroforetycznej na  skutek
zaczepiania sie na wystajgcych tancuchach
zelu agarozowego

- Zel hamuje wedrowke weztéw na zasadzie
fizycznego zaczepiania sie petli na
wystajgcych tancuchach zelu

L i



Opis ilosciowy stopnia splatania wezet - zel

Uwzgledniamy rownowagowg

konformacje wezta w zelu

Konfiguracje przedstawiamy na
ptaszczyznie prostopadtej do kierunku
pola elektrycznego

Wybieramy punkt bazy P oddalony
znacznie od ptaszczyzny projekcyjnej

Zaczynajgc od punktu P rysujemy tuk,
ktory przebija tylko raz ptaszczyzne w
punkcie Q bedacg srodkiem masy
wybranej konfiguracji

Y uk i
semiprzestrzen,
utworzy¢ okrag

przestrzen definiujg
luk  zamykamy aby

Rysunek definiujgcy przektucie i liczbe splatania.

Dla danej projekcji konfiguracji wezta skrzyzowania
definiujg zestaw regiondw, ktére oddziatujg z
dyskiem projekcyjnym R — na niebiesko

Startujgc z punktu P daleko od powierzchni
projekcji przektuwamy dysk R sciezkg losowo

Bezwzgledna warto$¢ linking number jest
obliczana pomiedzy konformacja wezta a kazda
zamknietg Sciezkg
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Niezawezlona konformacja wezta oraz konfiguracja wezta 9, Kolorowanie podaje wartoSc¢ absolutng
liczby splecenia. Dla wezta 9, widzimy rejony bardziej podatne na splgtanie z koncowkami zelu

« By oceni¢, czy stworzona sSciezka oddziatuje topologicznie z konfiguracjg wezta
obliczono absolutna wartos¢ liczby splecenia pomiedzy tg okrggtg sciezkg i
weztem

 Rysunek a i b przedstawia wynik takiego dziatania zastosowany do dwodch
weztow

* Przez usrednienie liczby splecenia z paru kolistych sciezek (inne Q) przy innej
konfiguracji weztow zdefiniowano srednig liczbe splgtania 1, ktéra mierzy stopien
splatania pomiedzy petlami wezta i zelem

sl



Srednia liczba splatania. Oraz $redni promien bezwtadnosci podzielony przez (I/2) — wielko$é
porow. Wartosci dla réznych typow weztow sklasyfikowanych wedtug sredniej ilosci skrzyzowan

« Z rysunku widac¢, ze srednia liczba splgtania rosnie liniowo ze sSrednig iloscig
skrzyzowan

- Srednio bardziej ztozone wezly mogg staé sie bardziej uwiktane w otoczeniu
nieregularnego zelu
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Srednia liczba splgtania. Oraz $redni promien bezwtadno$ci podzielony przez (1/2) — wielko$¢
poréw. Warto$ci dla réznych typéw weztéw sklasyfikowanych wedtug Sredniej ilosci skrzyzowan

- Charakter wykresu sugeruje, ze niemonotoniczna ruchliwos¢ elektroforetyczna weztow
DNA w nieregularnym zelu zwigzana jest z interakcjg miedzy Srednim rozmiarem |
stopniem splgtania z zelem.

- Bardziej ztozone wezty, mniejsze, powinny wedrowac tatwiej w zelu, poniewaz nie
zderzajg sie z jego fancuchami, jednak gdy zderzenie sie pojawi, bardziej ztozony wezet
ulega wiekszemu spleceniu z tancuchami zelu

¥
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