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DNA- podstawowe informacgje

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

O Jest no$nikiem informacji genetycznej

O Jego struktura odkryta zostala w 19541 przez

dwoch uczonych: Jamesa Watsona ilBrancisa Cricka

@ Fragment kwasu DNA tworzy gen

DNA sktada sie z dwoch
komplementarnych nici
polinukleotydowych skreconych wokot
siebie w postaci podwdjnej helisy.
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DNA- podstawowe informacjg

DNA zbudowany jest 3 D ch =

jednostek, zwanych nukleotyda i/
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W latach sied@ i

odkryto réwn g zai czasteczki
DNA, dla f t6 yc 1proszczonymi
' mi moga by

replik: J‘i i transkrypcji wymagaja
gtania DlﬁA Istotng role odgrywajg
procesach  enzymy ‘nazywane
erazami, dzialajace mlercowo na

iS¢ Zapgt onego DNA.




Superskrety

» DNA czlowieka jest bardzo dlugie
i $cisle upakowane w jadrach /@
komérkowych. C

7
» Kiedy DNA jest w ,stanie '(
relaksacji", na jeden skret przypada 'AK&? a “4{\:_.5’\'
10,4 zasad. g 13
> Jezeli DNA jest skrecane, nici L | L
' ﬂupc-rv;.ﬂl

zostaja coraz $cislej nawiniete jak

w kablu od stuchawki w starych
telefonach, ktére zostaly skrecone
wokoét siebie.

Posta¢ ta nazywana jest
SUPERSKRETEM




_ nalezy zapoznal si¢ z trze
pojeciami matematycznymi:
> Skret (T,,),

> Zwéj (W),

» Liczba opleceni (L)



DNA - topologia

» LICZBA SKRETOW (opisuje helikalne
wzajemne skrecenie pojedynczych nici
wzgledem siebie).

» LICZBA ZWOJOW  (odzwierciedla

zwinigcie osi dwuniciowej helisy).

Dodatnie wartosci Wr sa charakterystyczne
dla nici zwini¢tych lewoskretnie, a ujemne

dla zwinietych prawoskretnie. Wiekszodd °

moga byé adwinigte §
przez rozdzielenic nici DN

dodatnio
superhelikalny
DNA

_ ujemnie
> superhelikalny
DNA

natywnych superhelis DNA jest zwinicta '\ “

yjemnie, poniewaz takie formy s3a lepie;
przygotowane do replikacji




DNA - topologia

» Podstawowsa wlasciwoscig topologiczng

czgsteczki kolistego DNA jest LICZBA

OPLECEN (Lk), ktéra okregla, ile razy

ni¢ DNA owija si¢ prawoskretnie wokot
osi helisy.

» Czasteczki réznigce sie wylgcznie Lk
nazywane sg izomerami topologicznymi
(topoizomerami).

» Sa  one identyczne pod wzglqd
topologicznym, lecz rézne geome
majg r1ézng liczbe s
ZWO]OW

/’/



Liczba opleceni( zaplqt

Lk(C,W) =Tw(R) + Wr(R)

Liczba oplecen

jest niezmiennikiem 1 jego zmiana
ma bardzo istotny wplyw na
strukture czasteczki DNA

(@) LE{R) = —1.Tw(R)=—1,Wr(R)=10

ib) LE(R) I, Tw{R)] =0,Wr(R)




Zmiana konformacji topoizomeréw jest mozliy
przez rozcigcie jednej lub dwoch nici

i ponowne ich polaczenie, co odbywa 319 dzn;kl y’y
obecnosci enzymow. LY N
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Mikrografie elektronowe kolistego DNA pokazujace stopien skrecenia: od calkowicie
zrelaksowanej ( pierwsza z lewej) do ciasno skreconej ( pierwsza z prawej ).



czastecz

» Moga one powodowac zwijanie si¢

DNA (superskrety) (a)

» Moga zmieni¢ rodzaj przejscia na

skrzyzowaniu ( tunel«> most) (b)

» Mogg rozdzieli¢ nici DNA i
polaczy¢ je do innych koricéw (c)

(©)

Enzymy moga manipulowa¢
iq NA na kilka sposobéw:

() —<—




‘Topoizomeraza

-

‘ Topoizomerazy — grupa enzyméw biorgeych

i udzial w replikacji, gdzie odpowiadaja za stopien
\\‘ skrecenia podwoéjnej helisy
A\
In vivo topoizomerazy rozplataja podwojna helise
DNA, udostepniajac w ten spos6bimatryce dla
enzymoéw replikacyjnych lub transkrypcyjnych.
W zaleznosci od liczby rozrywanych jednorazowo
wigzan fosfodiestrowych wyréznia sic:

» topoizomerazy I, hydrolizujace jednego
wigzania

b > topoizomerazy I1, hydrolizujace dwa wigzania



Topoizomeraza |
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Podwdjne DNA
n -1 skretéw

» Topoizomerazy klasy 1 rozwigzujg
problem naprezen spowodowanych
w trakcie zwijania i rozwijania DNA

» Enzym owija sie¢ wokét helisy DNA
i nacina tylko jedna z jej nici. PézZnie;j,
utrzymujac si¢ w miejscu uszkodzenia,
pozwala helisie wirowac. Znosi to
naprezenia wynikajace z jej zwinigcia.
» Gdy struktura jest juz rozluZniona,
topoizomeraza laczy przecigty faicuch,

przywracajac pierwotng strukture
podwdinej helisy DNA
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‘Topoizomeraza 11
Topoizomerazy klasy Il sa wyspecjalizowane w rozplatywaniu DNA w jadrze

komérkowym. Podczas rozdzielania dwéch kopii kazdego z chromosoméw fragmenty
dwoéch siostrzanych chromosoméw moga si¢ splata¢ razem, co powoduje, ze po
podziale ciagle sa ze soba polaczone.

Topoizomerazy klasy II rozwigzuja ten problem przez umozliwienie jednej helisie
DNA przejscia przez inng helis¢ poprzez przecigcie obu laficuchéw jednej helisy DNA.
Na koncu 13czg ze sobg rozcigte konce i przywracajg ciaglosé nici DNA.

relaxation

™
>4
v

unknotting

decatenation
- >




» Rozne procesy zachodzace w komérce
wymagajg rozplecenia czgsteczek DNA.

» Istotng role odgrywaja w tych procesach
enzymy nazywane topoizomerazami,
dzialajace miejscowo na helise

zapetlonego DNA.

Do lepszego zrozumienia tychze procesow
pomocna jest wiedza x zakresu rownarn

suptowych.



Suply
» Supel jest fragmentem wezia lub
splotu. Wycinajac z wezla jego
kawatek o  czterech  koricach
dostajemy wiasnie supel. Bardzie;
precyzyjnie: wybierzmy na sferze
(np. jednostkowej) cztery punkty
lezace na jednym okregu. Nazwijmy
je NW, NE, SE, SW - jak w

kompasie.

» Dwie krzywe w kuli ograniczone;j
przez t¢ sfere o koncach
wyréznionych — punktach
wiasnie supel.




Suply

» Najprostsze sg nastepujace suply,
ktére bedziemy oznaczad

odpowiednio [0], [e], [1] i [-1].

» Pierwsze dwa z nich to tzw.

suply trywialne.

=
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Suply wyréznione




Suply

» Suply mozemy dodawac i
mnozyc.

» Suma T + S powstaje z suptéw T+s
T'iS przez polaczenie koficéw
NE i SE supta T odpowiednio z
koricami NW i SW supta S.

» Natomiast iloczyn T * S
tworzymy przez polgczenie

koricéw SW i SE supta T z
koricami odpowiednio NW iD

supla S. e / |

TxS
’ Suma i iloczyn suplow




Suply

» Na bazie supla T konstruujemy dwa

wezly lub sploty: I3czac korice NW
iNE oraz SW i SE dostaniemy
wezel (splot) oznaczany N(T), a

taczac korice NW z SW oraz NE z

SE otrzymamy wezel (splot) D(T).

» Jesli w wyniku tych operacji
powstaje splot, to on ma zawsze
dwa ogniwa, gdyz mamy do
dyspozycji cztery konce.



Czasteczka DNA przed dzialaniem
enzymu, czyli substrat moze by¢ opisana
za pomocg zaleznosci

N(S +T) = substrat

Gdzie:

S jest fragmentem DNA, na ktéry nie
dziala enzym,

T czgécig podlegajacy dziataniu enzymu.




W wyniku dziatania enzymu dostajemy
produkt, ktéry tez mozna opisaé za
pomocg rownania

N(S + R) = produkt

Gdzie:
R jest fragmentem (suptem) DNA po

dzialaniu enzymu




W praktyce znany jest zazwyczaj substrat i produkt, a suply S, T 1 R nie:sa
znane. Istnieje jednak mozliwos¢ ich wyznaczenia dla specjalnych enzymow

przy pewnych dodatkowych zalozeniach.

Oto przyklad twierdzenia dla enzymu nazwanego Tn3 rezolwazs.

TWIERDZENIE

Niech suply S, T i R spelniajg nast¢pujace réwnania

1) N(S+T) =C(1) (wezel trywialny), O

2) N(S + R) = C(2) (splot Hopfa), @

3) N(S+ R +R)=C(2,1,1) (wezel 6semkowy). @

Wtedy pary {S, R} — rozwigzania powyzszych réwnan sg nastepujace:
{(-3,0,(1)},{(3,0),(-1)} £(=2, -3, =1),(1)} oraz {(2, 3, 1),(-1)}. Podobnych
twierdzen dla réznego typu komérek i enzymow mozna sformutowaé wiecej.
Ich dowody wykorzystuja wiedze z zakresu ogélnej teorii réwnan suplowych.



s
Poniewaz nie ma w chwili obecnejbez
metody obserwacji dla dzialanja er

trzeba polega¢ na metodac



Rekombinacja miejscowa

Jednym z gléwnych zastosowan teorii wezldw
w  biologii = molekularnej  jest  proce

REKOMBINACJI GENETYCZNE]

(.

Rekombinacja specyficzna miejscowo jest jedn
ze sposoboéw, w ktérym natura zmienia kod
genetyczny organizmu:

> przesuwajac blok DNA do innej poz ofL v
czasteczce =7

—_—

» poprzez wigczenie blokiiNOBESHOMSIN
genomu gospodarzgeees

|
l



* Enzym, ktéry posredniczy w
rekombinacji specyficznej
miejscowo to rekombinaza

* Rekombinacja ma miejsce na
krotkim odcinku (10-15 par
zasad) podwdjnej nici DNA,
ktérych sekwencja jest
rozpoznawana przez
rekombinaze.

* Czasteczka DNA polaczona z

enzymem nazywana jest

KOMPLEK
SYNAPTYCZNY

KOMPLEKS
SUBSTRAT SYNAPTYCZNY PRODUKT
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Rekombinacja miejscowa

» Zdjecie mikroskopu elektronowego przedstawia
synaptyczny kompleks utworzony przez enzym
TN3 resolwaza w reakcji z rozpleciong
dwuniciowg kolistg czgsteczka DNA.

- » Synaptosom na zdjeciu jest czarnym punktem
przytaczonym do DNA, a niezwigzane przez

enzym DNA tworzy na zewnatrz synaptosomu
skrecone petle.




Obserwacja geometrii i topologi
produktow reakcji rekombinacji™s,

Badania in vitro zwykle przebiegaja w nastepujac

sposob: | \ Y/

» Przygotowanie kolistych czasteczek DNA'a 0./
substratow, przy czym wszystkie czasteczki . 4

reprezentujg ten sam typ wezla (zwykle u e
superskrecone wezly trywialne). : Y

» Substraty poddaje si¢ reakcji wwatu: kach in vitro
z wysokim stqzemem OCZYSZEZONEZO enzymu, a
produkty reakcji rozdziel | metodq
elektroforezy zel OWej-



Obserwacja geometrii i to

ologii

produktow reakcji rekombinacji

W odpowiednich warunkach tj:
> gestos¢ zelu

» przylozone napigcie
czasteczki DNA migrujg w zelu z

predkoscia determinowang przez liczbe
skrzyzowan na wezltach i splotach

3, CQ) Twist Knots  Phage Knots
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Wezty i sploty z tq samg liczbg
skrzyzowan migrujq x tymi samymi

predkosciami w zelu




Obserwacja geometrii i topolog
produktow reakcji rekombinac

Po przejsciu przez zel, czasteczki ,
DNA mogg by¢ usunicte, a nastepnie L4 &
pokryte biatkiem A Rec. o P

Jest to nowa technika obserwacji

mikroskopii elektronowej, pozwala
wyszczegblni¢ wezly i zanalizowad

teoretycznie produkty reakcji

0 2 4 6 8 10 12
Electrophoretic separation from unknotted circle (cm)

.
>

Direction of electrophoresis




v

Obserwujac zmiany w geometrii

i topologii DNA spowodowanych
przez enzym, mozemy opisac
mechanizm dzialania enzymu

SUBSTRAT REAKCJA PRODUKT
oD Superskret
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