Zastosowanie teorii weztow
w biologii molekularnej




Pomimo swoich rozmiardw i ztozonej budowy, fancuch DNA jest strukturg dynamiczng
| podlegajacg in vivo roznorodnym przemianom topologicznym. W procesach biologicznych
zachodzacych w jadrze komorkowym dwuniciowy DNA ulega rozplataniu m.in. w procesach
replikacji i transkrypcji, zachodzacym pod wptywem gyraz i topoizomeraz oraz ponownemu
utworzeniu struktury dwuniciowej helisy. W czasie tych procesow lokalne zmiany strukturalne
mogq by¢ bardzo znaczace i zwigzane sg z odwracalnym rozcigganiem (ang. stretching),
zginaniem (ang. bending), skrecaniem (ang. twisting) oraz zatamywaniem (ang. kinking) helisy.
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Genom - wszystkie czasteczki DNA tworzace kompletng informacje genetyczng organizmu. Termin
ten oznacza rowniez haploidalny zestaw chromosomow (n)

Genom eukariontow zlokalizowany jest gtownie:

% w jadrze komorkowym(genom jadrowy),

» w mitochondriach (genom mitochondrialny)

¢+ w chloroplastach(genom chloroplastowy)

Genom jadrowy wystepuje w postaci chromatyny w niedzielgacej sie komorce, badz tez w postaci
chromosomow tworzacych sie z chromatyny podczas podziatu komorki
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Najprostszym sposobem organizacji nukleotydow jest podwdjna helisa DNA. Elementem umozliwiajacym
upakowanie DNA w chromosomie sg histony. Tworzg one rdzen biatkowy, na ktdry nawinieta jest dwukrotne ni¢
DNA. W wyniku tego procesu tworzy sie podstawowy element chromosomu — nukleosom. Zbior nukleosomow
utozonych w specyficzny, zygzakowaty sposob, tworzy fibryle chromatynowg (superhelisg). Fibryla
chromatynowa ulega spiralnemu zwinieciu tworzac strukture zwang solenoidem. Gdy komoérka zaczyna sie
dzielic DNA ulega dalszemu skreceniu i pofatdowaniu - solenoid tworzy domeny (petle). Jezeli komérka
przygotowuije sie do podziatu nastepuje dalsza spiralizacja materiatu genetycznego, powstajg chromosomy.
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Genofor (,chromosom bakteryjny”) jest podstawowg strukturg przechowujgca bakteryjny materiat
genetyczny, bedacy dwuniciowym helikalnym DNA tworzacym zamknigty okrag. Zwiniety jest w ok.
40 petli przy centralnie lezacym rdzeniu zbudowanym z RNA i biatek histonopodobnych,

zasadowych biatek HU i H.

Chromosom

Typowy chromosom
bakteryjny jest pojedyncza,
kowalencyjnie zamknietg
czasteczka dwuniciowego
DNA.

DNA
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W komorce bakteryjnej chromosom wystepuje w postaci niezaleznych topologicznie domen,
ktorych przestrzenna organizacja kontrolowana jest przez biatka zwane topoizomerazami.
Prawidtowa topologia chromosomu jest jednym z elementow warunkujacych zachodzenie
podstawowych procesow, takich jak replikacja, transkrypcja oraz rekombinacja materiatu

genetycznego.

Plazmid - czasteczka
pozachromosomowego  DNA
wystepujagca w cytoplazmie
komorki.  Plazmidy  kodujg
informacje  genetyczng na
temat opornosci bakterii na
antybiotyki
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Chromosom bakteryjny nie jest strukturg bezwtadnie zawieszong w cytoplazmie, lecz jego
organizacja podlega precyzyjnej kontroli na réznych etapach rozwoju komérki. W organizacje
struktury chromosomu bakteryjnego zaangazowanych jest wiele biatek poczawszy od matych,
zasadowych biatek podobnych do eukariotycznych histondw, a konczac na grupie enzymow,
zwanych topoizomerazami, kontrolujgcych topologie chromosomul.

Topoizomeraza |
w kompleksie z DNA
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Topoizomerazy zaangazowane sg W kontrolowanie superskrecenia. Enzymy te katalizujg reakcje
naciecia, przemieszczenia nici DNA oraz religacji wigzania fosfodiestrowego. Ro6zny mechanizm
dziafania topoizomeraz stat sie podstawowym kryterium ich podziatu na dwa typy - | oraz Il, ktore
nacinajg odpowiednio jedng lub dwie nici DNA.
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Topoizomerazy nalezg do rodziny enzymdw  biorgcych  udziat

W procesach zwigzanych z metabolizmem DNA: transkrypcji, replikacji,

rekombinacji i kondensacji chromosomow. Usuwajg one napiecia torsyjne DNA

(tzw. superskrecenia), ktore pojawiajg gdy kompleksy biatkowe biorace udziat

w/w procesach poruszajg sie wzdtuz DNA rozplatajac przed sobg podwojng

helise.

+» topoizomerazy |, hydrolizujgce jedno wigzanie — naciecie jednej nici,
odpowiada za usuwanie z czasteczki DNA superskretow (relaksacja)

¢ topoizomerazy Il, hydrolizujgce dwa wigzania — naciecie obu nici, odpowiada
za dodanie do czasteczki DNA superskretow.
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Topoizomerazy sg to biatka, ktorych aktywng forme stanowi dimer wigzacy dupleks
DNA i tnacy nici w miejscach znajdujacych sie naprzeciwko siebie. Podczas ciecia
DNA kazda podjednostka dimeru wigze sie poprzez mostek fosfotyrozynowy do
konca 5' dupleksu za pomocg wigzania kowalencyjnego. Zmiana konformacyjna,
powstajgca w wyniku ciecia, powoduje wygenerowanie przerwy w obszarze DNA
zwanym segmentem G (ang. gate). Drugi fragment tej samej lub innej czasteczki
DNA zwany segmentem T (ang. transport) jest przenoszony przez segment G.
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Reakcje usuniecia superskretow do
czasteczki DNA

Relaksacja:

Czasteczka DNA wigze sie z centrum aktywnym topoizomerazy I; grupa
hydroksylowa -OH tyrozyny wchodzi w reakcje z grupg fosforanowg jedne
z nici DNA, tworzy sie wigzanie fosfodiestrowe miedzy enzymem
i DNA — nastepuje rozerwanie (rozciecie) jednej z nici helisy.

1
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Reakcje usuniecia superskretow do
czasteczki DNA

Relaksacja:
Czasteczka DNA odwraca sie wokot nieprzecietej nici. Taka rotacja usuwa
superhelikalne skrety w czasteczce.
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Reakcje usuniecia superskretow do
czasteczki DNA

Relaksacja:
Wolna grupa hydroksylowa -OH czasteczki DNA wchodzi w reakcje z grupg

fosfotyrozynowg w skutek czego przerwana ni¢ DNA zostaje potaczona.
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Reakcje usuniecia superskretow do
czasteczki DNA

Relaksacja:
Topoizomeraza | odtgcza sie od czasteczki DNA.
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Reakcje dodania superskretow do czasteczki
DNA

Dodanie superskretu:
Czasteczka DNA wigze sie z centrum aktywnym topoizomerazy |l, tworzac kompleks.

& 0 G-segment
ATPase
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Reakcje dodania superskretow do czasteczki
DNA

Dodanie superskretu:
Kompleks topoizomeraza |l / czasteczka DNA (segment G) wigze sie stabo
z innym fragmentem DNA (segment T) za pomocg domen (biatek sktadowych

czasteczki).
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Reakcje dodania superskretow do czasteczki
DNA

Dodanie superskretu:
Segment T zostaje przemieszczony za pomocg domen (biatek skfadowych
czasteczki) topoizomerazy Il przez pekniecie segmentu G.
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Reakcje dodania superskretow do czasteczki
DNA

Dodanie superskretu:
Po dostarczeniu energii w postaci ATP nastepuje rozerwanie obu nici segmentu G.
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Reakcje dodania superskretow do czasteczki
DNA

Dodanie superskretu:
Pekniete nici segmentu G zostajg na nowo potaczone. Topoizomeraza |l otwiera
domeny (segment G pozostaje zwigzany z enzymem) i jest gotowa do zwigzania
kolejnego segmentu T.
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Na poczatku lat 60. stwierdzono, ze DNA cykliczny moze wystepowaé w postaci rozluznione;
czasteczki cyklicznej (relaxed, A), odwinietej (czesciowo) czasteczki cyklicznej (B) albo w postaci
superhelikalnej (C) (supercoiled, superhelical).

W rozluznionej czasteczce cyklicznej liczba skrzyzowan nici dupleksu jest wieksza niz
w odwinietej czasteczce, w ktorej jedna z nici zostaje przecigta, czesciowo odwinieta
| potgczona ponownie, w strukturze superhelikalnej cykliczny dupleks DNA dodatkowo zwija sie.
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Klasyfikacja i okreslenie topologii cyklicznego DNA jest wazne, gdyz rdzne procesy komoérkowe
generujg odmienne struktury topologiczne. Kazdy cykliczny dupleks DNA jest sam w sobie
nietrywialng strukturg topologiczng — splotem dwoch tworzacych go nici. Przeksztatcenia izomerdw
topologicznych DNA nastepujg w procesie replikacji i rekombinacji i sg katalizowane przez
topoizomerazy. W wyniku takich trzyetapowych proceséw (przecinanie nici, przenoszenie
segmentu DNA przez przerwe W nici oraz ponowne faczenie) zmienia sie liczba skrzyzowan DNA
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Cykliczne struktury DNA okresla sie za pomocg trzech liczb, ktére po raz pierwszy wprowadzit
Fuller. Rozwazat on strukture DNA jako zorientowang wstege homeomorficzng z S*x[-1,1], ktdre;
brzegi charakteryzujg sie liczbg przeplecen Lk (linking) (rowna dwukrotnej liczbie skrzyzowan
dwoch nici dupleksu), liczbg skrecen Tw (twisting) (liczbg obrotdw wstegi wokét osi helisy) i liczbg
zwojow Wr (wirthing) (liczbg skrzyzowan osi helisy ze sobg). Lk jest niezmiennikiem topologicznym
a Tw i Wr sg niezmiennikami geometrii rozniczkowe;.

fppt.com



Taki model DNA pozwolit na wyznaczenia nastepujacej zaleznosci:
Lk=Tw + Wr

ktora zostata wprowadzona przez White’a. W przypadku dupleksu niecyklicznego Tw moze by¢
liczba rzeczywista, a w przypadku dupleksu cyklicznego musi by¢ catkowitg (podobnie jak Lk i Wr)
oraz zgodnie z konwencjg - tak jak Lk — jest dodatnia w odniesieniu do prawoskretnej wstegi.
Liczba przeplecen jako niezmiennik topologiczny ulega zmianie tylko po przecieciu jednej z nicli
DNA, zatem wszystkie ciggte deformacje konformacji dupleksu wywierajg wptyw na liczby skrecen

| ZWOjow.
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Jesli helisa lezy w ptaszczyznie, na kole, lub na jakiejS achiralnej powierzchni, to
Lk — Tw = 0, lecz gdy ulega wykreceniu i staje sie chiralng (tak jak np. w uktadzie
superhelikalnym, wtedy Lk-Tw== 0. Co wiecej, gdy DNA jest nawiniety na biatko enzymu mozna
wprowadzi¢ wywodzace sie z geometrii rézniczkowej i topologii dodatkowe niezmienniki, ktore
dokfadnie opisujq taka sytuacje.
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Gyraza DNA - enzym wystepujacy u Procaryota, nalezacy do topoizomeraz typu Il. Przy
uzyciu energii pochodzacej z hydrolizy ATP katalizuje on wprowadzanie ujemnych
skretow w helisie DNA. Gyraza najpierw wigze segmenty DNA tak, aby przecinaly sie,
stabilizujgc dodatni skret superhelisy (inne skrety cyklicznej superhelisy sg ujemne),
a nastepnie powoduje przeciecie obu nici jednego z segmentow i przeprowadza drugi
dupleks przez te przerwe, zmieniajac dodatni skret w ujemny.
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L=N

Topoizomerazy typu |l powodujg
rozszczepienia dupleksu DNA przez
zmiane liczby powigzania czasteczki
DNA. Mogg przeksztatciC jeden
dodatni skret do ujemnego skretu.
W ten sposob ilos¢ wigzan (L)
obniza si¢ 0 dwa (-2) w jednym
kroku.
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Naciecie dupleksu powoduje efektywne przytaczenie topoizmoerazy | na
nienaciete] nici w miejscu przeciwnie usytuowanym w stosunku do naciecia.
W rezultacie dziatania topoizmoerazy |, znak skrzyzowania zostaje zmieniony na
przeciwny, przy czym dotyczy to zardwno ujemnego, jak i dodatniego
skrzyzowania superhelisy.

L=N L—N+1
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W wyniku oddziatywania topoizomerazy | na naciety dupleks DNA powstaje wiekszo$¢
z mozliwych weztéw o danej liczbie skrzyzowan. Swiadczy to o tym, ze enzym ten dziata
niespecyficznie, niezaleznie od orientacji pary nici DNA, pozwala bowiem na ich
przejscie przez chwilowo utworzong przerwe jednej nici innego segmentu dupleksu
DNA. Dzieki temu, ze topoizomeraza | powoduje powstanie wielu réznych typow weztow
(od 3 do 10 skrzyzowan), dostrzezono wzajemng zalezno$¢ ruchliwosci
elektroforetycznej i liczby skrzyzowan topologicznych struktur DNA. Okazato sie, ze
wiekszo$¢ weztbw w kazdym pasmie elektroforetycznym ma takg samg liczbe
skrzyzowan, a liczba skrzyzowan DNA sasiednich pasm rézni sie o jeden.

G
Sitias s
10 - B Te” 9
- Y 81 o ——
Y hSo 'y‘ o s |
8- s l\, ) ?li:’ - N
GO iv 6 L,
e O : A e
y B o 55)./" LD
; AV S Bl S
bog : S30e
4 T & wEE
I~ LA
: Y 155
2 L/l;\h. / ?\‘t‘::u“ ‘
5 .

0 2 4 0 S in j2

fppt.com



Topologie DNA mozna obserwowac¢ metodami mikroskopii elektronowej, jest to jednak
metoda droga i wcigz trudno dostepna w laboratoriach biochemicznych, dlatego tez
wiele wysitku wlozono w elektroforetyczng charakterystyke topologii  DNA.
Elektroforetyczna migracja i wspdiczynnik sedymentacji weztow oraz splotow DNA
zostaty skorelowane z parametrami opisujgcymi tzw. wezty i sploty idealne nawigzujace
do koncepcji idealnych figur platoriskich. Charakterystyke geometryczng weztow
fizycznych zastepuje sie obrazami torusa w R3. Pojeciem wezta idealnego okresla sie
wezet o najmniejszym stosunku objetosci do powierzchni, lub inaczej — najkrotszg
zawezlong tube statej grubosci. Wtedy stosunek dtugosci wezta do grubosci tuby jest
wielkoScig stata, niezalezng od rzeczywistych wymiaréw fizycznego wezta.
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Czasteczka DNA przed dziataniem enzymu, czyli substrat moze by¢ opisana
za pomoca zaleznosci :

N(S+T)=substrat

S - fragment DNA, na ktory nie dziata enzym,

T- czes¢ podlegajaca dziataniu enzymu

Wynikiem dziatania topoizomerazy, otrzymujemy produkt opisany réwnaniem:
N(S+R)=produkt

R- fragment (supet) DNA po dziataniu topoizomerazy.

O ile mozliwe jest poznanie substratow i prduktow, tak zwykle supty S, T
i R nie sa wiadome. Mozna je wyznaczy¢ dla specjalnych enzymoéw, dodajac
pewne zatozenia.
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Niech supty S, T i R spetniaja nastepujace rownania:

N(S+T)=C (1) (wezet trywialny)
N(S+R)= C (2) (splot Hopfa)
N(S+R+R) = C (2,1,1) (wezet 6semkowy)

Wtedy para {S,R} — rozwiagzania powyzszych réwnan sg
nastepujace:

{(-3,0,1)}, {(3,0),(-1)}, {(-2,-3,-1),(1)}noraz {(2,3,1),(-1)},

Podobnych twierdzen dla ré6znego typu komoérek i enzyméw mozna
sformutowac wiecej. Ich dowody wykorzystuja wiedze z zakresu
ogolnej teorii rownan suptowych.
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Dziatanie rekombinazy zwanej rezolwaza Tn3, w 99% powoduje powstanie najprostszego
splotu Hopfa, a tylko 1% splotow o wiekszej liczbie skrzyzowan. Rezolwaza Tn3
rozpoznaje doktadnie sekwencje nukloezydéw powtarzajaca sie rownolegle na dwéch
niciach dupleksu — miejsce rekombinacji. Tn3 Jest to enzym miejscowo-specyficznej
rekombinacji i za jednym razem przecina tylko jedna ni¢ dupleksu DNA, generuje
powstanie tylko jednego stereoizomeru. W ramach 1% powstalych innych produktow,
rezolwaza Tn3 katalizuje tworzenie sie prawostronnego splotu typu 52%; (splotu
6semkowego).
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Kolejne rekombinacje powstatych weztéw lub splotéw prowadza w sposéb bardzo
selektywny do weztéw lub splotow o wiekszej liczbie skrzyzowan.

Mikrografia elektronowa i schemat wydzielonego elektroforetycznie wezta DNA
0 szesciu przecieciach, powstatego w wyniku dziatania rezolwazy Tn3.
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Analiza zmian topologii cyklicznego DNA w postaci weztow i splotow jest bardzo
wazna nie tylko z punktu widzenia identyfikacji r6znorodnych struktur DNA, lecz
takze rozpoznawania mechanizméw dziatania enzyméw. Do tego celu wykorzystuj
sie¢ metody wywodzace sie wprost z topologii, np. model dziatania rezolwazy Tn3
przedstawiono jako dodawanie (2,2)-zaplotow, zaplotu substratu, zaplotu
powodowanego przytaczeniem enzymu przed reakcja i jednego lub kilku zaplotow

utworzonych w wyniku jednokrotnego lub wielokrotnego dziatania enzymu.

je

B — zaplot potaczenia z rekombinaza
przed procesem

P — zaplot zmieniany w rekombinacji
R — zaplot po procesie rekombinacii

® ® @ ® F — zaplot wolnego DNA
] -1 i oc
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