superhelicita DNA

Vinograd 1965: kruZnicovd DNA nékterych vird exj
ve dvou forméch, kompaktni formé I

(tj. nad$roubovicovd, superhelikalni)

a méné kompaktni formé II (relaxovand, obvykle
otevi‘end kruZnicova) :

(na zdkladg sediment&nich méfent)
Vinograd, J., Lebowitz, J., Radloff, R, Watson, R. & Laipis, P.

(1965). The twisted circular form of polyoma viral DNA.
BiochemistryyS3, 1104-1111.

Superhelicita je vlastnost molekul DNA, které
nemaji VOIné konce a jejich fetdzce tudiZ nemohou okolo sebe

L]
volné rotovat, t].

a. kovalentné uzaviené kruznicové molekuly (plasmidy, figové DNA)

b. linedrni molekuly s fixovanymi konci (napt.segmenty eukaryotnich chromozémi
pfipojené na jaderné proteinové struktury)

A
Molekula DNA m4 mechanické vlastnosti, které
l1ze modelovat napf. prouZkem gumy:
-m4 urditou elasticitu vici

B 1. torznimu zkrutu (twist, Tw)

2. zakfiveni osy, ohybu (writhe, Wr )
(ataké 3. délce hlavni osy)

v relaxovaném stavu ma snahu zaujmout (obecn€)
napiimeny tvar a ,,twist* (a délku) dany
parametry dvousroubovice v piisluSném prostfedi

pokud je topologicky omezena (tj. nemé volné

konce - alespoii jeden jednofetézcovy zlom) a lis{

se nékterym parametrem (Tw, Wr) od relaxované
DNA, mluvime o superhelikdlni DNA
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— A. DNA: conformation

E| 5
@ Backbone 5 3
1.A-DNA O Bases 2.B-DNA
TABLE 1
Comparison of A-, B-, and Z-DNA
A-DNA* B-DNA* B'-DNA® Z-DNA*
Helix sense right-handed right-handed right-handed left-handed
Base pairs per turn 11 10 10 12 (6 dimers)
Helix twist (°) 32.7 36.0 34.1, 36.8 10, =50
= Rise per base pair (A) 29 3.4 3.5,3.4 37
Helix pitch (A) 32 34 34 45
Base pair tilt (%) 13 0 0 7
P distance from helix axis (A) 95 9.3 9.1 6.9, 8.0
Glycosidic orientation anti anti anti anti, syn
Sugar conformation C3'-endo Wide range C2'-endo  C2'-endo, C3'-

endo”



twist
podet zdvitli dvouSroubovice

linking number writhe

% ,,rpolekulérqf ¢islo pfekiiZeni” ‘ charakterizuje zakfiven{ osy dvouSroubovice v
-kolikrét protne jeden fetézec druhy, kdyZ i prostoru (po&et nad$roubovicovych zdvitii)
molekula leZi v roviné , ‘

v relaxované molekule DNA v B formé o délce N part bazi je

v kovalentne uzavrené molekule je Lk konstantni (Ize ho zmg&nit jen pfi

pterudent alespoii jednoho Fetszce) a nemusi byt rovno Lko :

superhelikélni DNA je minéna molekula DNA, pro kterou

potom charakterizuje stupefi superhelicity;
obvykle se normalizuje velikosti molekuly do tvaru

(nadsroubovicova hustota)

Podobné se daji vyjadit odd€leng diference obou sloZek Tw a Wr od hodnot
odpovidajicich relaxované molekule:

Tw - Twg = ATw Wr - Wrg=AWr

zména zakfiveni osy
zména mol. isla ———dvqusroubovice
potom s
Alk=ATw+AWr
P 4
zména pottu zdvitl
dvousroubovice

" superhelicita (ALK) vyvolav4 ,,pnuti“ v molekule DNA, které
m4 tendenci se kompenzovat zménou jeji sekundami (ATw) a/nebo
terciami (AWr) struktury



Lk=Tw+WTr
ALk=ATw+AWr

Relaxovand DNA

molekula o délce 210 bp
Lk = Lko = 210/10.5=20

V redinych pripadech
dochdzi k distribuci
ALk mezi ATw a
AWr a k soucasnym
zméndm celkové a
lokdlni struktury

Pozitivaé superhelikélni DNA

molekula o délce 210 bp
Lk=22,ALk =2

Tw = 18, ATw = -2
Wr= 0,AWr =0

zmen&n potet zdviti
dvousroubovice prim&mé
podél celé molekuly (8.
torzni tihel u mezi kaZzdymi
dv&ma béry bazi)
=>zména celkové
sekundarni struktury

= =2
Wr= 0,AWr =0

lokdlni zména
sekunddrni
struktury: ve zbytku
molekuly zlstdvad
,horméln{* B-forma

Negativne superhelikilni DNA

molekula o délce 210 bp
Lk =18, ALk = -2

zména terciarni
struktury: zistdvd B-
forma dvousroubovice;
to je umoZnéno
zakfivenim jeii



Oteviené lokdlni struktury

“otevfené", protoZe jsou charakterizovany sniZenym Jtwistem* DNA (jsou vzhledem k B-
formé DNA odvinuté) a mohou obsahovat nespdrované nukleotidy (i denaturatnf bublina je
oteviend lokdln{ struktura) \

-proto jsou stabilizovany/indukoviny negativni superhelicitou:
tim, Ze odpovidaji niZ§i Tw, absorbujf negativni superhelicitu
-vyZaduji urcité typy sekvenci DNAm |

i . castetna
A‘u_u_ug_u_l_u.t_ 5 mm felaxace
ey zbytku
SY

=

KFi{Zovd forma DNA miiZe byt vytvofena i vy

fevricené repetitivni sekvenci

(tj. tam, kde urgity tisek DNA na jednom Fet¥zci je od stfedu sdm
sobé komplementarni a miiZe vytvofit vldsenku)

o

_kazdych 10 bp kif7ové formy relaxuje pfiblizng X
1 nadSroubovicovy z4vit lokalni snizeni Tw
(topologicky je ekvivalentni denaturatni bubling ve stejné sekvenci) v kfizové formeé

Levotocivd Z-forma
DNA miiZe byt vytvofena
stfidavou (PuPy)q

sekvenci

(nejlépe GC, ale i AT i smiSen€)

-kaZzdych 10 bpv %~
formé relaxuje pfiblizné
2 nad8roubovicové zavity

(~jeden na odvinuti pravotolivé
B-DNA a druhy na vytvofen{
levotodivé Z-DNA)

Intramolekuldrni
triplex(formy H, H*..)
DNA miiZe byt vytvofen
(Pwn(Py)n sekvenci se

il zrcadlovou symetrif (tak, aby se
Tpd it mohly vytvofit Hoogstenovy triddy

_ bédzi TAT, C+*GC, GGC nebo AAT)

-kaZdych 10 bp triplexu
relaxuje pribliZné 1
nadSroubovicovy zavit
(topologicky piiblizn€ ekvivalentni
denaturaéni bubling)

Paledek, E. (1991). Local supercoil-stabilized DNA
structures . Crit Rev. Biochem. Mol Biol 26 , 151-226.



Pozitivni superhelicita je spojena s v&t§im ,twistem* dvouSroubovice

= znesnadriuje denaturaci DNA (mozny smysl pozitivnich nadSroubovic u hypertermofil)
= znevyhodriuje vznik lokdlnich otevienych struktur
15 yusi je (napt. kiizové formy, které existujf v relaxované DNA, zavedenim pozitivni superhelicity

pfejdou do ,,pfimé* B-formy)

ALk=-6 ALk=-6 ALk=-3 ALk=0 iLk=0

AWr= AWr=-3 AWr=0 AWr=3 : Wr=0

ATw= ¥ W ATw=-3 ATw=-3 ATw=-3 # AW=0
, A topoizomerd reverzni gyrdza '

vznik kffzové formy v kif¥ov4 forma pretrvdvd zavedeni pozitivnich

prevrdcené repetitivni  po relaxaci DNA superhelikdlnich zdvitd
sekvenci topoizomerdzou do ,,zbytku* molekuly
T A e v __ Y Siye rd O v S W, P
" ; = pfi dostaten& pozitivni ALk miiZze dojit v ur€itych

e ¢ sekvencich ke vzniku nekomplementarni dvouSroubovice

(napf. z ,,nepohyblivych®, nesymetrickych kfizovych i Gae nen dvten

struktur) komplementdrni
o sekvenci=>normadlné tato linedrni

.................... &
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Vologodskii, A. V.,
Yang, X. & Seeman, N.
C. (1998). Non-
complementary DNA
helices structure
induced by positive
trosional stress.
c G Muleic Acids Res 26,) Struktura
T A 1503-1508.
AT
ramena (vldsenky) této ,,nepohyblivé®
kiiZové struktury jsou tvofena
riznymi komplementdrnimi
sekvencemi, chybi stfed symetrie

OO0-<>>r-n0
OOPr-A->0

ek
P

nekomplementimni
dvousroubovice



EleldTO'FOfezou V ﬂgﬂl'ozovem gehl lze (do jisté hodnoty Wr) rozdélit molekuly
DNA li§ici se poCtem nadsroubowcovych zavitu ’ropo izomery

(pohyblivosti se 1is molekuly o rizném IAWrl - nerozllsl se vSak
pozitivn€ a negativneé superhelikalni DNA)

- ©
+1
-\Cﬁ@ +3

OO 4
atd.

8| — nerozliSené topoizomery o vysokém Wr




Interkalace

za&. 60 let, Lerman: interakce DNA s plandrnimi organickymi Kationty
interkalace - vmezefeni plandrni molekuly mezi sousedni pary bazi

-to vede k p' rodlouZeni molekuly DNA (o efektivn{ tloustku

interkalatoru, asi 0.34 nm podle klasického modelu)=>zména

hydrodynamickych vlastnosti
-to je spojeno s vzdjemnou torzni rotaci parti bazi, zmenSi se twist (z

obvyklych 36 °) a zvétsi pocet bp na otacku
cukrfosfat.

. _—Kostra

-

par bazi interkaldtor
interkalator

v kovalentné& uzaviené kruZznicové DNA se v dtsledku toho zvE&tsi pocet
nads$roubovicovych zdviti (tj. negativné scDNA se relaxuje, relaxovand

prechdzi na pozitivné sc)

=>pFiprava topoizomeru

(b) ?

+ EtBr + EtBr

Wr<<0 Wr<0 relaxed Wr>0
Wr=20 3
lopoisomerase

g
=k e
§ =

Wr=0 Wr>0 Tw<() Wr<0



zména torzniho thlu (odvinuti dvouSroubovice)- ethidium a
propidium 26 °, akridiny (proflavin) 17 °, daunomycin,
adriamycin - 11 °

G.B. molekuly DNA neodvijeji (néropsin: zavinuti)

dichroismus - plandrni cyklické systémy poskytuji podobné
chiroptické parametry jako pary bazi | |
anizotropie polarizace fluorescence (napf. ethidium):
studium konformace DNA

(G.B. molekuly mivaji dichroismus opaény)

interkalace vede ke e
zplosténi ,,vrtulového ﬁ E // @‘
zkrutu“ part bazi,

Tilt

Roll

interkalator a prfilehlé

bp maji navic ,,tilt*

20-25° (zesilent 2 7-
ooz =y
stacking interakci s e @
interkal4atorem) e
Twist Propellor Twist

avSak: interkalace nezptisobi celkovy ohyb DNA (lokélni zmény

parametrd se zpruméruji)

INTERAKCE:

elektrostatické - kationické interkaldtory vs. fosfaty
stacking - s pary bazi

vodikové vazby (obvykle exocyklickych aminoskupin - napf.
ethidia, proflavinu - na kysliky v fosfodiesterovych vazbéch)



STRUKTURA: klasické interkaldtory obsahuji 2 - 3
kondenzované aromatické (heterocyklické) kruhy a kladn€ nabité
skupiny (€asto amino-, kvartérni dusik...)

(G.B. molekuly: cykly nejsou kondenzované, mohou vzdjemng rotovat - ale té%

413

~neklasické” interkaldtory)

proflavin

Br - ,
ethidium (bromid)

CH,CH;propidium: misto ethylové skupiny
-(CH2)3N+(CH3)(Cz2Hs)2 (byv4 jako 1odid)

fenylova skupina brani dokonalé

|+
A

NH;

interkalaci=> ur¢ity ,,kink” v misté vazby

tyto postranni skupiny v malém Zldbku

barveni gell, jader, stanoveni DNA (fluorescencni komplex)

piiprava topoizomerd, izolace scDNA v CsCl-gradientu

CH,CH3  Chloroquin
CHs /N—CHzc.Ha slabsi interkaldtor
NH—CH—(CH,)3 -stanoveni superhelikalni
hustoty gelovou elektroforézou
I o - -2D-elektroforéza: sledovani
Z strukturnich prechodd v

scDNA

fada antibiotik: adriamycin, daunomycin, doxorubicin



Vazebna specificita
jednoduché interkaldtory interaguji jen s dv€ma bp

(G.B. molekuly s vice)
=> deset moZnost{ vazebnych mist:

5 3 5 ¥ . (postranni fet€zce mohou
= = -
FA €6 ovliviiovat i dal3i bp)
ATy )
\A T) \G C Woowe . » (=]
mps N vétSina interkaldtori ponekud
-/:;:3\'- =) " A
T 6 & preferuje G:C pary
f':g—%fi) f‘fn"_'.%; (G.B. molekuly AT)
.C Ge | A T> diivod - obecné vEtSi ynitini
= ‘o= o y )
L R dipSlmoment v G:C péru, ktery
3 5° 3 5
indukuje polarizaci v molekule
interkaldtoru

interkal. s preferenci k A:T byly syntetizovény
obecné je selektivita G.B. molekul vE&t8i neZ interkaldtort (protoze

wdutiny” mezi A:T a G:C péry se malo li8i co do elektrostatickych, van der Waalsovych,
hydrofobnich atd. interakci; na druhé strané Zlabky v A:T a G:C oblastech jsou velmi
rozdilné)

»Vylouceni sousedniho mista* (neighbour exclusion):
obecné by mohl interkaldtor obsadit viechna mista mezi bp (gj.
stejny pocet molekul jako bp), ale v praxi je saturovand DNA

S

interkaldtorem obsazena jen asi z 1/2 - stfidavé, jen kaZzdé druhé
misto:

jestliZe je jedno misto obsazeno, na sousedni se nenavaze

-z konformaénich diivodl (zména indukovand interkalaci dalsi
interkalaci v sousedstvi znemoZni)

-z elektrostatickych divodi (prvni interkal4tor neutralizuje negativni
naboj DNA, vazba druhého cv sousedstvi je méné vyhodnéu)

- n€které bisinterkaldtory >> toto pravidlo porusuji




Bisinterkalatory

syntetické: dva plandrni interkalujici cyklické systémy spojené
fetézcem, ktery miZe mit varabilni délku (napf. methylenové
skupiny)

-zvySeni vazebné konstan_tyu(-vyznam napt. u léki)

-pokud je spojujici fetézec prili$ kratky, molekula miiZe porusit
(CH,), :
Hs N/- \N _H

| . l
H H

napi. bisakridin s oligomethylenovym linkerem

pro n<4 se vaZe jen jako monointerkaladtor, druhd akridinova

skupina je vn

n=6 - bisinterkalace s poru§enim pravidla vylouceni

n>8 - bisin lace bez poruSeni
m] vz
vz
b c

(modelovy systém, ktery tak ve skutednoati moZn4 nefunguje; existujf viak

rigidni molekuly, které se prokazatelng bisinterkaluji s poru$enim pravidla)



Neklasické interkalatory

Interkalétory s vice objemngmi skupinami - pokud jsou na opa&nych stranéch
molekuly, musi se jedna z nich pfi tvorb& komplexu ,,protlait” skrz dvouSroubovici
mezi bp => pomaly krok, kineticky blok pro tvorbu komplexu (zejména pokud jsou postranni
fetdzce nabité nebo poldrn)

H:c\a /CH: V OH O NHCH!CH::H:CH:CH;O’H
N Ne . » :
A~ |2 i TR :
— mitoxantron
N ®
‘ H O NHCH:_CH:NH:CH:CH:OH
L R ;
i (O kationické
=" porfyriny
Z = \ vazba jednoduchého klasického interkaldtoru (proflavin)
}’N ‘ 8 9 je dvoustupiiova:
K- , CHy 1. nespecifick4 iontov4 interakce s DNA a linedrnf difuse
X = 2H, TMPyP k mistu, kde 2. vstoupf do interkalaZnfho komplexu
o T TP u molekul s objemnymi skupinami vyZaduje druhy krok

vyznamnou distorzi struktury DNA nebo i pferufeni
vodikovych vazeb v bp => pomalu

boéni Fetézce tvofi vyhodné interakce napf. ve Zlabcich, nebo elektrostatické s fosfaty
=> vysoké vazebné konstanty (navic je kineticky blokovéna i disociace interkalatniho

komplexu

Interkaldtory s .vrtulovym zkrutem® - nekondenzované cyklické systémy (jako G.B.

molekuly) - maji torzni volnost

4.6-difenylpyrimidin (a derivéty):
/i struktura odpovidajici G.B., ale jde o
I )2N(CHa):
i siln)’/ interkalator (odviji scDNA, prodluZuje

molekuly DNA)

twist v molekule miiZe kopirovat

propeller-twist pard bazi




Detekee lokdlnich struktur DNA

_vyuziti strukturnich sond selektivnich pro jednofetézcovou DNA
-enzymy: S1, P1 ...

-chemikalie reagujici s nesparovanymi bézemi

&

A
Nt LA™
.A

" karbodiimid

J CAA, BA{L R A

T 0sO4 —» S

0sOs4 — %
Os,L //' I , Os,L //'1
KMnOg4 KMnOg I fMS &O

sterickd ggbrana v B-DNA

}?MN N‘H,Kr 4 N
sterick4 z4brana S f\l@‘

VEPRE e N T.A | "C@G ‘A\O’J/\a
C.GC
DE*PC-
P glyoxil*v:(\ G
A
Pl o N
CAA, BAA karbodiimid  #” H

de’rekce"modiﬁkovanych bﬂzf: -enzymaticky (S1, P1)

-sekvenacné (charakteristické obrazce

Palecek, E. (1991). Local supercoil- o pro,jednot.li\’fé struktury)
stabilized DNA structures . Crvt. Rev. -specifické protilatky

5- N / [ A 1_ 8 . > W . » 0 [}
BERSSERIE], 28 w2 ey -fyzik4lné-chemické vlastnosti adukti

(elektrochemie, spektroskopie)



Dvojrozmemé (ZD) elektroforéza: detekce strukturnich ptechodi

1. V prvnim sméru se rozdéli topoizomery

2. Gel se ekvilibruje v roztoku interkalatoru (chloroquinu) a provede se elektroforéza ve
druhém sméru

-v pfitomnosti interkalatoru se DNA odviji, tj. sniZuje se poet zdvitit dvouSroubovice=> sniZuje se Lkg

_protoZe Lk u cccDNA ziistivd konstantni, mterkalator sniZi negativni a zvySi pozitivni nad§roubovicovou
hustotu

=>negativni topoizomery se s rostouci konc. interkaldtoru relaxuji a pfechdzi do pozitivni nadSroubovice

=>tim se zdroveii ru$i lokdlni struktury pfitomné v negativné superhelikdlni DNA

-nejpomaleji vZdy putuje molekula s Wr=0
v nepiitomnosti interkaldtoru to je jiny topoizomer neZ v jeho pritomnosti

Bez strukturniho |= i

prechodu: i ) .. /

-zde se ve druhém sméru rozdelily dvojici
topoizomert, které v prvnim sméru
putovaly stejn& (pozitivn{ a negativni o
steiné IWrl)

® e -tyto topoizomery nebyly v prvnim sm&ru
rozliSeny,protoZe mély pilis vysoké Wr;
R
Se strukturnim 2

pf&ChOdeI Tyto dv& molekuly se nelii Wr a putuji v gelu tém&F stejng; lisf se viak Lk a Tw

(v kfizové formé) \

T chloroqum 3 a .'. /4‘.' .
=

v této molekule se pouze ,,zrusi* kiiZzova
forma, tj. zméni se celkovy Tw, Wr se
nezméni; jejich pohyblivost ve druhé
sméru se bude ligit a objevi se ,,skok” na
po pfiddni chloroquinu se v této zméni Wr, obrazci ziskaném 2D elektroforézou

coZ se projevi poklesem jeji pohylivosti

Bowater, R., Aboul-ela, F. & Lilley, D. M, J. (1992). Two-dimensional gel electrophoresis of
circular DNA topoisomers. In AMethods in Enzymaologi-(Lilley, D. M. J. & Dahlberg, J. E,, eds.); Vol.
212, pp. 105-120. Academic Press, Inc., London.



Méfeni hydrodynamickych vlastnosti DNA

-> sedimentaéni koeficient
->difusni koeficient
1 informace o celkovém tvaru molekuly (tercidrni struktuie), jeji

kompaktnosti

’ L . = s dal$im ristem ALK
sedimentacni koeficient 10 kb - Mosh feske -
rekvence vétveni,

DNAV zdvislosti na : "

superheliklni hustot¥ WARIBAR protola™ . ORI

SUPETNCLRALIR AUSTORL  vétvené, tudiZ velmi =>pokles sedimentaniho
kornpaktm nad§roubovice _koeficientu

- | /&‘\. | molekuly mélo
roste, protoze s 5 145 ,:’ e 1 vetvené, ale
rostouci Wr se @ 43l k g '#— roste jejich
molekuly stévajf\a\? & mg 4 ’3’ kompakinost
kompaktn&jsf g i‘i '

i3 é.w
-0

vétvend plekton

nadsroubovice
Vologodskii, A. V. & Cozzarelli, N.R. (1994). Conformational and
Thermodynamic Properties of Supercoiled DNA. Annu Rev. Bigphys
Blomol Struct. 23, 609 - 643.

Rozptyl svétla:
_ziskaji se informace o rotaénim poloméra molekul DNA
-priibéh je pfiblizng zrcadlovy k priib&hu transportnich parametril

1 w
o | |

00 002 0.04 0.n8



Cirkularni dichroismus

_dvousroubovicova struktura DNA predstavuje asymetrické prostiedi, které je
opticky aktivni => poskytuje CD spektra charakterizovana molarni elepticitou &
-tato veli¢ina z4visi na globélni (nebo priimérné) sekunddrni struktuie DNA, v

podstaté na twistu
5 CD spektra ' diferen&ni spekira - od spekter
topoizomerti superhelikalnich topoizomera
b pBR322 : odecéteno spektrum
s 0=-0.07 relaxované
: % relaxovana os
. 0=+0.07
= 0.2}
a1
<1
0 al :
-1
-0.2
-2
a3 04
170 210 250 ‘290 nm
-0.6

. s m b 10 210 250 290 nm 330
Zmeéna molarni elipticity

., se superhelikdlni hustotou”

2 3 |své&dci o globalni zméneé

. << 5 .
ot fwistu 02
0.2
. g 4l Pt
. <3
-0.06 ~0,02 0.02 0.06 &
-0.2 -0.2 =
-0.6
0.4
Brahms, S., Nakasu, 5., Kikuchi, A. & Brahms, 170 70 250 DR

J. G. (1989). Structural changes in positively e b
and negatively supercoiled DNA. £ur: J Pii vysoce negativni c (-0.18) Ize v CD

Biochem 184, 297-303. : spektru odliit signél specificky pro
levotocivou DNA



Zobrazovac (mikroskopicks) metody:

Elektronova mikroskopie -potvrzuje existenci plektonemickych struktur

-z mikrografii 1ze ode&ist parametry Wr, tihel vinuti, primér nadSroubovice, vétveni

nevyhody: pravdépodobné zmény struktury DNA

v disledku imobiliza¢ni procedury (nékolik V)’/mén' roztoku; vzorek je poté vysuSen;

nedefinované iontové podminky)

Adrian, M., Heggeler-Bordier, B.,, Wahli, W,
Stasiak, A Z,, Stasiak, A. & Dubochet, J. (1990).
FMBO A9, 4551-4554.

Kryoelektronovd mikroskopi€ - roztok DNA je prudce zmraZen na -140 °C a

poté je vybrousena tenkd (50-100 nm) vrstva ledu, v niZ jsou pozorovény molekuly DNA

-diky stereo snimklim Ize rekonstruovat trojrozmérny obraz

-i zde mohou byt $patn& definované iontové podminky kvili vypafovani vzorku

Mikroskopie s rastrovaci sondou
(SPM; varianty: SFM=AFM -
rastrovaci neboli atomova silovd m., STM
- rastrovaci tunelovaci m.)

-vzorek je imobilizovan adsorpci na
podloZce (slida) bez dalsiho fixovani

omezeni - ztrici se informce o orientaci molekul
ve tfetim rozméru

-podlozka se vzorkem je fddkovana
hrotem

pfi STM hrot prochdzi v konstantni vySce
nad podloZkou a méfi se tunelovaci proud;
ten zdvisi na vzdélenosti od podloZky

Rippe, K., MUcke, N. &
Langowski, J. (1997).
Miclieic Acids Res 25,
1736-44,

wul vIarm up
apparent width
of DNA helix d'

a d+d dvaez
pii AFM hrot ,,obkresluje®

molekuly na podloZce méfi se sila
potiebnd k piitlaeni hrotu k
podloZce potitatovym
zpracovanim se ziskd obraz

path of SFM tip

Sy

SFM tip

1ze ode&ist
parametryX moZnd
chyba zplisobend /
posunem hrotu

path of SFM tip




Manipulace s jednou molekulou DNA

-linedrni molekula DNA upevnénd konci na podloZku a na pevnou &astetku

(latexovou nebo z magnetického materidlu)

-rotaci ¢astecky (magneticky) Ize
v molekule DNA indukovat
dobfe definovanou ALk

-pohybem ¢astecky (proudénim

okolniho prostiedi, magneticky) 1ze
molekulu DNA napinat dobie

definovanou silou 3

Cluzel, P. et al,,
Science 271, 792-5

-jedno z moZnych experimentélnich
uspofddani: chovani molekuly DNA se odrdZi

(1996) v pohybu ¢astecky, na které je upevnéna; ten ; Pipette Position

. Je sledovan pomoci piesné optiky 8 il
Smith, B.S. et al., B e =T
Science 271, 795-8 g T 44 <+ §e--
(1996) r* r‘- s

I="]1ze méfit délku molekuly v zdvislosti na plisobici sile pfi
kontrolované superhelicité

. WIFEE A T eODODW

2 '&Ig‘:' o e _ &Awlvtmsbn\ IS"molekula obsahujici zlomy v
B-D NA:-'.'""!"W_ _stt‘uktlll;if - B “RATIITITOO fet€zcich: ,,natahovdni” indukuje

NP : I ——— A -odvijeni v okolf zlomﬁ,“
b N : on ~ . DI
g - GOSN ; ‘ e '_" prechod do ,,nataZené

+ ot konformace

, W .Eii g : !
Iy : e [IUI:?" i :z:‘:n‘-g'ﬁ lokdlni denaturaci

} Retax tension I po uvolnéni napéti dochazi k
D #‘pomalé renaturaci, coZ se
projevi hysterezi pozorovanou na
relaxaCni kfivce
80 T e
L !, stewhing—s , 1
=" molekula upevnénd na koncich jen za jeden InOXtonsile | | tenmamy VLT
- 60 woqﬁika I.“": . ;y Relaxing
fetézec: (volnd rotace, neni superhelikdlni): s v [ esasss =
e rd W we e P » u‘ g B
B ostry strukturni prechod pfi urcité _,::._\ oo 0
w - » 1
-] rd 4 r
pusovici sile 20! lfs, ———
-vyslednd konformace zdvisi na tom, za které - 3 P
konce jsou upevnéna: 5°-3°, 5‘-5° nebo 3°-3 N

10 15 20 25 30



i="molekula bez zlomt upevnéna za oba fetézce: rotaci se v ni

indukuje dobfe definovand superhelicita

-1ze méfit bud .nebo
silu vs. délku pti konstantni o . délku vs. o pfi konstantni délce

nesymetrické chovani superhelikdlnich molekul:

I55°p1i malé sile (napéti) se pozitivni i #

negativni nadSroubovice chova podobné

@ e - ; v 1.7 . P g op Bk -;~ J'!mpm-i-ﬂ'ﬂ'lq,h_ ‘:1
pfi velké sile (napéti) podiéha negativni ; . yySisilya

v b bl b4 rd b4 + i & ici
nad$roubovice pom&mé snadnému pfechodu %o e CHPECEEE

do ,,nataZené“ konformace, zatimco
pozitivni nad§roubovice je vii€i prodloZeni rigidni & , SO

- : - = 0.1 -0.05 0 0.0 0.1
(pfechod podobny jako u negativni nadSroubovice je pozorovén B

aZ pfi extréme velké sile) ook xxxxx33P¥BEx  niZiisilya
F + _ ox supethelicita

o +
go.s + - o X
b3
§ o ¥ ¥

* ¢ R

-toto chovéni je ve shod€ s ndsledujicim vztahy: .
-symetrie chovani pfi malém napéti (zkracovani O%os 002 0 002 004
molekuly s rostouci ol pfi obou znaménkéach .
superhelicity) souvisi se zménami ve ,,writhu“

-vy$8i - napéti vede ke konverzi AWr na ATw
Strick, T.K.
-nataZeni molekuly vyvolava jeji odvinuti (srovn. Science 271, 1835-7 (1996)
interkalace) - sniZeni twistu; stejné tak negativni
superhelicita; v molekule s konci fixovanymi vici
rotaci si oba jevy ,,poméhaji*
(pFi vySSich o se navic zfejme tvoii segmenty levotoCivé Z DNA
nebo jiné lokélni struktury)

-zvy$eni twistu molekuly ma za nésledek jeji
zkréiceni, coZ pfirozené znesnadiiuje jeji napindni



Topoizomerazy

-enzymy, které méni topologicky stav DNA (Lk): reguluji superhelil&élni hustotu DNA

(fada procest - replikace, transkripce, rekombinace - vede k tvorbé nadSroubovicovych zdvitl a vzdjemnému ovijen
molekul DNA, které je potfeba priib&Zn& odstraiiovat TOPOIZOMERAZAMI, jiné d&je, napf. vytvoFeni urditych
struktur, superhelicitu vyZadujf a ta je vytvifena tzv. GYRAZAMI) -

-maji schopnost pferusit a znovu spojit fetézec (fetézce) DNA

-obecné maji schopnost relaxovat superhelikalni DNA

spektrum enzymil napfi¢ viemi organismy:

dva zdkladni typy: * topoizomerdzy I béhem reakce vytvoFi a spoji jednoretézcovy zlom.

topoizomerdzy Il béhem reakce vytvori a spoji dvouretézcovy zlom,
Enzym Zdroj RMH Typ  Charakteristika

(podjednotka)
protein m* bakterie
bakteridln{ topo I E. coli aj. 97 I Relaxuje pouze negativai nadSroubovice
Int protein fdg A 40 I
\ Proteiny zii¢astn&né v rekombinaci,
/ vykazujf topoizomerdzovou aktivitu

Resolvdza transpozony 20 I
eukaryotick4 topo I eukaryota 91 I Relaxuje pozitivni i negativni sc
topoizomerdza I11*) bakterie (E. coli) 74 I Dekatenace
reverzni gyrdza termofilni a 128 I Vytvéli pozitivai nadSroubovici

hypertermofiln{ vyZaduje ATP

bakterie a Archae
DNA gyrdza bakterie (E. coli) 97 + 90 11 Vytvaf{ negativni nadSroubovici

vyZaduje ATP
T4 topoizomerdza fag T4 58 + 51 + 18 I
d VyZaduj{ ATP, ale pouze
eukaryotick4 topo II eukaryota 174 II  — relaxuji DNA
nevytvafeji nadSroubovici

topoizomerdza IV*) bakterie (E. coli) 67 + 81 II

")toto &iselné oznadeni nema vztah k podtu prerusenych fetdzcu bshem reakce!l!



Relaxace superhelikélni DNA topoizomerdzou typu |

tyto dv& molekuly majf stejny topologicky stav, (vlevo je
ALk=Wr=-1 a ATw=0; vpravo je molekula s Wr=0, tj. plandrni
kruZnice, a md ALk=ATw=-1); odvinuti v mist€ vazby
topoizomerézy je naznadeno z ilustrativnich diivodi - enzym to
takto doslova ve skutenosti nedél4 (potom by v principu nemohl
relaxovat pozitivng scDNA; prokaryotické topo I vSak pro prvni
interakci s DNA vyZaduji, aby byla ,,podvinutd®, tj. negativn sc)

X

skrz zlom je pfenesen druhy

topoizomerédza se navaZe
kovalentn& v misté, kde je fetézec; tim dojde ke zméné
N vytvofen jednofetézcovy zlom twistu o 1 (smérem k relaxaci)
scDNA, 1 negativni zdvit (obvykle hydroxylovou skupinou tj. nynf je AWr=0 a ATw=0,
tyrozinu na 5° fosfat) => ALk=0 => relaxovand

DNA

topoizomerazy typu I v principu nevyZzaduji ATP
(fosfodiesterov4 vyzba neni hydrolyzovéna, ale pfenesena na 1 2,
molekulu enzymu) o<

zlom je znovu spojen a
topoizomerdza oddisociuje

Dal¥i reakce katalyzované topoizomerazami typu I

Tvorba jednofetézcovych uzld Tvorba katenani - jedna z molekul musf{ obsahovat jednofetézcovy zlom;
pfipadng tvorba katenanil jednofetézcovych molekul

(-knots*, ,knotting®)
Tvorba duplexu ze dvou komplementdrnich jednofetézcovych

+) =)
kovalentn& uzavienych cyklickych molekul:
* e (tato reakce je vlastn& relaxaci extrémné negativné superhelikalni
DNA.: vychozi stav topologicky odpovidé superhelikélni molekule
DNA o Lk=0, tj. ALk=-Lkq)




Zm¥ny topologického stavu superhelikdlni DNA iopoizome_{ézou typull

ALk=Wr=-1 a ATw=0

i : L=14 €
C Tels P
W= 2 S y
scDNA, 2 negativni zavity — , . %
: s om je ,,provieCena” jin {
topozomeréza se navaze &4st molekuly; tim dojde ke |
kovalentné v mist€, kde je zménd ,,writhu® 0 2 f
vytvofen dvoufet&: zlom v tomto p¥fpadé je.nyni je
hydroxylovou skupinou tyrozinu LA e
; AWr=0a ATw=0, => ALk=0
na 5° fosfty na obou stranéch 2
Zlomu) => relaxovand DNA
-za spotfeby ATP gyrdza vytvdri negativni
v = o s ”/.4 e ._,"::_. 'f\:)!
nad§roubovicové zdvity u prokaryot: /) AR

opacny dé&j & j"’

B

(i ty topoizomerdzy typu II, které mohou DNA zlom je znovu
pouze relaxovat, jsou asto ATP-dependentni) spojena
topoizomeréza
oddisociuje

Dali{ reakce katalyzované topoizomerdzami 'typu I1

Tvorba dvoufetézcovych uzll
(.knots*, ,knotting“) Tvorba dvoufetézcovych katenani - molekuly mohou byt
dvoufetézcové, kovalentné uzaviené



Helikazy

-rozvijeji dvouSroubovici: pfi replikaci, transkripci, rekombinaci, opravnych procesech
-rozvijeni je spojeno s aktivni translokaci podél DNA za spotieby NTP
-dimerni (Rep helikdza) nebo hexamerni struktura (SV 40 T-antigen, DNaB..)

Vazba na DNA: e -

-aktivni mechanismus vyZaduje specifické interakce jak s ss, tak ds DNA

-u Rep je vazba na ssDNA orientovand ve smyslu polarity cukrfosfatového fetézce;
polarita ss fet€zce na rozhrani ss/ds DNA vézaného v P2SD komplexuurluje smér

odvijeni DNA

-Rep helikdza v pfitomnosti DNA a dimerizuje; miiZe vizat ss a ds DN v komplexech:

v piitomnosti Mg je zvyhodné&na Mgt AMPRINPMgE
struktura P2S, v pﬁ’tomnosti_ADP n% g *
P282 a v pfitomnosti nehydrolyzo-
0 Faide 7,80
vatelnych analogi ATP P2SD
=> viz mechanismus
Mechanismus odvijeni: Iranslokace rozvijeni-
I. Rep-helikdza vazand na rozhran{ l | 1 l
; ATP ADP + P
ss/dsDNA v komplexu P2S2 b.ls:z“ sl
5 .
II. vazba ATP indukuje uvoln&ni % 3 i :
ssDNA z toho monomeru, ktery . p,S, S P2SD PS2 P2S2
véZe ssDNA proti smé&ru I | 1 v a
translokace, a vytvofeni komplexu
P2SD (III).

IV. hydrolyza ATP vyvold konformaéni zmé&nu, kterd vede k odvinuji DNA a vzniku komplexu P2S2, z

néhoZ oddisociuje ADP (V).
(v principu je moZny téZ pasivnf mechanismus, kdy helikdza pouze ,,éekd” na spontdnni odpdrovéni
nukleotidi mechanismem ,,dychdni DNA a vyvazuje ssDNA)

-premériuji chemickou energii ATP na energii mechanickou podobné jako ,,motorové* proteiny (myosin,

dynein), s nimiZ maji nékteré spolecné strukturni rysy



Souginnost helikdz a topoizomeraz

-fada procesil, spojenych s rozvijenim DNA, predstavuje ;gpgl_og&ky_pLobLém, pokud je
DNA kovalentn® uzavfens kruZnice nebo je rozdélena do uzavienych domén; v tom
piipadg rotace odvijenych fet€zcl indukuje superhelicitu , kterd musi byt relaxovéna
topoizomerdzami | ' | '
o il . -posun replikaéni vidlice je umoznén tim, Ze pozitivni superhelicita pred
-' %"ﬁ“’ ™ vidlif je relaxovéna u eukaryot topoizomerdzami I a I, u prokaryot gyrézou

e By

| Topal Hencate

*ij f jf{ -segregace replikovanych chromoz6mau - ty jsou okolo sebe
= i %3 omotdny“ a jsou separovany topoizomerazou I

A e

A{‘;’? -zruseni nukleozomové struktury - vyZaduje zruSen{ negativai
L2y af

m;?ﬂﬂs ) superhelicity, tedy vytvofenim pozitivnf nadSoubovice. Translokaci helikdzy podél
et ] Smn) DNA se vytvaii ,,za“ helikdzou negativai a ,,pri helikdzou pozitivni nadsroubovice
Romm— (jako pfi transkripci). Pozitivni sc je absorbovéna zru:
ot topoizomerdzou plisobici za helikdzou

WW‘Q\J}MM\G\W stejné funguje archaebakteridlni reverzni gyrdza

Mozné ,slozené enzymy* z helikdz
a topoizomeraz: = topo I relaxuje negativni sc
.Za helikdzou => reverzni

gyrdza

i topo I relaxuje pozitivni sc
wswiveldza® - zde pti pred helikdzou => akrivita
o3 replikaci - ale miiZe piisobit i odpovidajici prokaryotické
pfi traskripci a jako i
mechanismus umoZiiujici
tvorbu nukleozomil (vnasi
negativni sc)

A A ,segregatdza“ - topoizomeréza Il
S o odstran{ vzdjemné kifZenf
LA é o 5
? 'fg!\\g}f dcefinngch molekul na konci
i replikace
e wreformatdza“ - odstrafiuje
_ ?‘;‘{{ negativni sc (a tfm i otevfené
=i

EEEL okdlni struktury);
7 rovnéZ miiZe ,zavijet DNA za
transkripénim komplexem



