ZASTOSOWANIE




Czym jest DNA?

O Wielkoczgsteczkowy organiczny
zwigzek chemiczny z grupy kwaséw
nukleinowych

O Zawiera kwas deoksyrybonukleoinowy
O U organizméw eukariotycznych
zlokalizowany w jgdrze komorkowym

(99%) oraz mitochondriach (1%)

O U organizmow prokariotycznych
bezposrednio w cytoplazmie

L Najczesciej spotykang forma DNA jest
DNA B (prawoskretna helisa)
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Budowa DNA

W sktad helisy DNA wchodza:
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a) fjryn-owe (adenina, guanlna). (PENTOZA) FOSFORANOWA
b) Pirymidynowe (cytozyna, tymina)
O deoksyryboza
Zasada komplementarnosci zasad
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Helisa DNA jest wykorzystywana do wielu biologicznych
procesow, ktore sg niezbedne dla ludzkiego zycia:

u Replikacja|3> odtwarzanie okreslonej czgsteczki DNA
J Transkrypcja —ykopiowanie fragmentow DNA
[ Rekombinacja —>modyfikowanie czgsteczek DNA
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Replikacja DNA

 Jest to jeden z najwazniejszych
procesow umozliwiajacych
przekazywanie informacji genetycznej

Macierzysty DNA

Cukier- deoksyryhoza

d Replikacja jest procesem, w ktérym
podwadjna ni¢ DNA ulega powieleniu
(skopiowaniu) tworzac dwie nici
potomne

Pary zasadowe

(polaczone wigzaniami
wodorowymi)

O Proces replikacji jest procesem
semikonserwatywnym
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Podczas podziatu w kazdej dwdch
potomnych nici DNA znajduje sie jedna
ni¢ macierzysta oraz jedna nowa nic




Poniewaz DNA jest duzg, Scisle zapakowang czgsteczka
tworzy swego rodzaju splatania oraz wezty.

W zwigzku z tym konieczne jest topologiczne
manipulowanie w celu umozliwienia

oraz utatwienia zajscia procesow replikacji,
transkrypcji oraz rekombinacji genetycznej.

W tym celu wykorzystywane sg enzymy




Dziatanie enzymow

Enzymy mogg manipulowac czasteczkg DNA
na kilka sposobow:

a) Zwijanie sie
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Dziatanie enzymow

b) Moga przemienia€ skrzyzowania nici (mosty na
tunele, tunele na mosty)
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Dziatanie enzymow

c) Rekombinacja
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Topoizomerazy

1 S3 enzymami odpowiedzialnymi za stopien
skrecenia podwojnej helisy DNA

O Ich rola polega na rozpleceniu podwadjnej helisy
udostepniajac w ten sposdb matryce dla
enzymow replikacyjnych oraz transkrypcyjnych
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Topoizomeraza typu |

Ten typ enzymu hydrolizuje jedne wigzania (naciecie
jednej nici odpowiada za usuniecie superskretow)
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Topoizomeraza typu |

 Jednym z przyktaddéw, w ktérych
gtowna role odgrywaja
topoizomerazy typy | jest proces
replikacji DNA

J Wystepujg one we wszystkich
organizmach —ich utrata wigze sie
ze smiercig komorki
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Topoizomeraza typu Il

Ten typ enzymu hydrolizuje dwa wigzania (naciecie obu
nici odpowiada za dodanie do czgsteczki superskretow)

Jednym z przyktadéw

dziatania topoizomeraz '
typu Il jest replikacja
kolistego DNA
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Czesto wezty i sploty DNA powstajg jako produkty niektorych badan
laboratoryjnych — gédwnie w wyniku enzymologii topologiczne;.

Badania prowadzone sg na sztucznie wyhodowanych kolistych czgsteczkach DNA.

Takie wezty mogg by¢ pomocne w okreslaniu wielu informac;ji:
v Okreslanie mechanizmu oraz sposobu wigzania biatek
v Zgtebienie procesdw replikacji oraz rekombinac;ji

Wezet DNA zostat odkryty po raz pierwszy w
laboratorium w 1981 roku przez Liu i Davisa
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Przyktad wezta DNA zobrazowany z uzyciem
mikroskopii elektronowej
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Rekombinacja

rekombinacji genetycznej

Jednym z gtéwnych zastosowan teorii weztow > —>
w biologii molekularnej jest proces

To proces wymiany materiatu genetycznego, w wyniku ktorego powstajg nowe
genotypy.

v" Rekombinacja homologiczna

v' Konwersja genéw

v" Rekombinacja umiejscowiona (specyficzna dla miejsca)
v" Rekombinacja niehomologiczna
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Rekombinacja umiejscowiona

Rekombinacja umiejsciowiona (special — site recombination) jest
najczesciej wykorzystywanym procesem w teorii weztow.

Ten typ rekombinacji zachodzi miedzy niespokrewnionymi sekwencjami.
Fragment (,,blok”) DNA jest przenoszony w inne miejsce w czasteczce lub
na przyktad fragment wirusowego DNA jest przenoszony do genomu
gospodarza.

Proces rekombinacji specyficznej wykorzystuje sie miedzy innymi do:
v Rearanzacji genéw oraz ich regulacji

v Kontroli liczby genéw

v Terapii genowej

Enzymami biorgcymi udziat w tym procesie s REKOMBINAZY
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Rekombinacja genetyczna

d Maty fragment sekwencji genetycznej rozpoznawany
przez rekombinaze jest nazywany miejscem startu
rekombinac;ji

d Para miejsc o takich samych lub réznych sekwencjach jest
rozpoznawana i wigzana przez enzym |:> SYNAPSA

d Czasteczka DNA i enzym sg wspolnie nazywane
kompleksem synaptycznym
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Substrate Synapsis Product
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Courtesy N. R Cozzardi

? a. Substrate b. Pre-recombination

synaptic complex
KOMPLEKS
SYNAPTYCZNY

c. Post-recombination d. Product
synaptic complex



Rekombinacja genetyczna

(J Po zwigzaniu DNA z enzymem czgsteczka
jest przecinana w dwoch miejscach, po czym
nastepuje proces rekombinacji

J Kazde z miejsc rekombinacji jest
zorientowane w okreslony sposob
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Wiasciwe powtorzenie Odwrodcone powtdrzenie
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Okreslenie topologii biatko — DNA jest skomplikowanym
procesem, dlatego czesto wykorzystywane sg metody
posrednie. Do jednym z takich metod zalicza sie tzw.
topologia enzymatyczna

Substrate Reaction Product
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(JTopologia enzymatyczna opiera sie na badaniu
gtownie kolistych czgsteczek DNA.

(1 Czgsteczki te sg genetycznie modyfikowane z
wykorzystaniem technik inzynierii genetycznej, w
taki sposob aby zawieraty obszary, ktore s3
specyficzne dla dziatania okreslonych enzymow

d Te koliste czasteczki sg z punktu widzenia topologii
enzymatycznej weztami oraz splotami
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Czgsteczki sg rozdzielane z wykorzystanie
elektroforezy na zelu agarozowym, a nastepnie
wizualizowane z wykorzystaniem technik
mikroskopii elektronowe;j

(a) Supercoiled

(b) Relaxed circle

(R |

Fi0

—\.\1 Nm\& ’\\7; Writhe=0

\\“/

Writhe=3



Elektroforeza

ELEKTROFOREZA

V

zjawisko poruszania sie natadowanych czgstek koloidalnych — pod dziataniem pola
elektrycznego — w stosunku do nieruchomego osrodka rozpraszajgcego

Elektroforeza rozdziela czasteczki
DNA rdznigce sie ciezarem
czasteczkowym. Biorgc pod
uwage fakt, ze rozdzielane
czgsteczki majg takg samg mase
(jak to ma miejsce w przypadku
topologii enzymatycznej) —
czgsteczki bedg roznity sie
subtelnymi réznicami w geometrii
(superskrety) oraz topologii
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Obserwujgc zmiany w geometrii (superskrety) oraz
topologii (wezty i sploty) w czasteczce DNA
spowodowanych przez dziatanie enzymow , mozliwe
jest opisanie mechanizmow zachodzgcych procesow
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Kolistg czgsteczke DNA mozna umownie przedstawic za

pomocg dwoch splotow:

Substrat oraz produkt jest
znany

ey Sploty S, Toraz R s
zmiennymi, ktorych nie

\ znamy /

N(S+T) = substrate N(S+R) = product

v’ Splot S — brak zmian dokonanych przez enzym
v Splot T — miejsce, w ktérym doszto do dziatania enzynu
v’ Splot R — miejsce, w ktorym doszto do rekombinaciji; zastepuje splot T
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WEZEt TRYWIALNY

SPLOT HOPFA

WEZEt OSEMKOWY

SPLOT WHITEHEAD’A
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DZIEKUJE ZA UWAGE!
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