G }éwnymi tematami poruszanymi w tej czeéei ksiazki sa przechowywanie,
przekazywanie i ekspresja informacji genetycznej. W czgsci I ksiazki
oméwilismy juz role genetyczng i strukturg DNA oraz przeplyw informacji
genetycznej (rozdz, 4 1 5). Nasze rozwazania na ten temat zostang leraz
wznowione, gdyz wzbogaciliémy sie juz o wiadomodci dotyczace bialek
i metzbolizmu, przedstawione w poprzednich czedciach,

W rozdziale tym zajmiemy sie struktura. replikacja, mutacja i naprawy
DNA. Skoncentrujemy si¢ na oméwieniu systemow spotykanych u Prokaryota
ze-wzgledu na fakt, Ze byly one intensywnie -badane,-a procesy w-nich
zachodzace sa dobrym przykladem pewnych mechanizméw ogdlnych.
Bardziej skomplikowane systemy Eukaryota przedstawimy w innym rozdziale
(s. 1032).\Struktura DNA jest dynamiczna. Dwuniciowa helisa, ktdrej model
opracowali Watson i Crick, moze ulegaé zgieciu, zalamaniu Jub rozplataniu.
Moze takze przybieraé rozmaite formy helikalne. Analiza dyfrakcji promieni
rentgenowskich na krysztalach oligomeréw DNA umozliwita pozaanie jego
whadciwoéei konformacyjnych. Nastepnie omdéwimy enzymy, ktére przecinajg
i tacza DNA. Struktura DNA polaczonego z endonukleaza restrykcyjng
ukazuje, jak ten szczegdlnie wyspecjalizowany enzym znajduje i przecina
specyficzna sekwencje docelowa. Biatka moga rozpoznawac specyficzne
sckwencje DNA, przegladajac uklady donoréw i akceptoréw wodoru w matym
i duzym rowku dwuniciowej helisy. Przedmiotem rozwazan dalszej czesci
rozdziatu jest topologia i przybleranie przez czasteczke DNA konformacji
superhelikalnej. Topoizomerazy, fascynujaca grupa enzyméw, katalizuja
przeksztatcanie DNA do formy superhelikalnej oraz jego relaksacje, tnac
i ponownic fgczae nici helisy.

Rysunek tytulowy: Strukiura duiego fragmentu polimerazy DNA [ aktywiego katalitycznie.
Dontena prowadzqea polimenzacje — kolor niebieski, miejsce o aktywnosci redagujqcej
endomkleazy — éky, Zwiqzany dwuniciowy DNA (kolor ccenwony i zielony) jest wygiery.
[Narysawano: wedlug wspdlrz¢drych uprzejmie udosi¢pnionych przez Dr. Thomas Steitz. LS.
Beese, V. Derbyshire, T.A, Steitz Science 260(1993):352]

ROZDZiA!

31

Struktura, replikacje

1 naprawa DNA

Rys, 31-1, Mikrografia elektronowa
przedstawiajaca inicjacje replikacji wirus:
o X174. Kazda z kolistych czasteczek Db
przylaczona jest do primosomu,
stanowiacego grupe bialek rozpoczynajac.
replikacjc DNA. [Dzigki uprzejmosci: Dr
Jack Griffith}
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Kolejno omawiane zagadnienie to replikacja DNA, kidra jest Jednym
z najwazniejszych proceséw biologicznych. Jak zachodzi synteza DNA? Jak
rozwijaja si¢ i rozdzielaja rodzicielskie nici DNA, stuzace jako matryce? Jak
zostaje uzyskana tak wielka wieno$¢ sekwencji nici potomnych w stosunku
do matrycy? Zadziwiajaca cecha polimeraz DNA jest dodatkowa aktywnogc
sprawdzania poprawno$ci wbudowania nukleotydéw podczas semikonser-
watywnej replikacji. Ostania cz¢$¢. tego rozdziatu dotyczy molekularnej
natury mutacji i mechanizmdéw jej naprawy. Uszkodzenia w DNA sa
naprawiane przez nieprzerwanie trwajacy proces, w kiérym informacje
z nietknigtej nici wykorzystywane sg do bezposredniej naprawy nici
uszkodzonej. Nieprawidiowo dziatajacy system naprawy DNA znacznie
zwigksza prawdopodobiefistwo wystapienia raka.

Struktura DNA jest dynamiczna i moZe on przybieraé -
rézne formy -

Whatoamemn

B .o M ISP P
nry durn ZEZ Yalstna 1 Cri h?\d

WUT
wxbrtm\, wplyneto na rou/’j wiedzy biologicznej, poniewaz jednoczednie
pozwolilo przewidzieé, w jaki sposéb nastepuje przechowywanie i po-
wielanie informacji genetycznej. Jak opisywalimy wczeéniej (s. 81),
istotne cechy tego modelu to:

1. Dwa fadcuchy polindkleotydowe, biegnace w przeciwnych kierunkach,
okrecajq si¢ wokdt wspdinej osi tworzac prawoskretng, dwuniciowy helisg.

2. Zasady purynowe i pirymidynowe znajdujy si¢ wewnutrz helisy.
natomiast reszty fosforanowe i deoksyrybozowe sq na zewnytrz.

3. Adenina (A) tworzy parg z tymina (T). a guanina (G) cytozyng (C).
Para A-T poliqczona jest przez dwa precyzyjnie skicrowanc wigzania
wodorowe, a para G- C przez trzy takie wiazania. Struktura dwuniciowej
helisy jest takze stabilizowana oddzialywaniami miedzy zasadami jednej
nici, ktére okredla si¢ mianem asocjacji warstwowe;j.,

———
10 A

Rys. 31-2. Model szkieletowy odcinka formy
B DNA o dhigosci 12 par zasad. Jedna ni¢
DNA — kolor zxelony, druga — czerwony,
Z»\rocmy uwage na miejscowe odchylenia
struktury od modelu zaproponowanego przez
Watsona i Cricka oraz na zakrzywienie osi
helisy. [Narysowano wedtug: Zbnapdb, H.R.
Drew, S. Samson. R.E. Dickerson. Proc.
Nat. Acad. Sci. 79(1982):4040]

Modcl zaproponowany przez Watsona i Cricka (znany jako helisa B=-DNA)
stworzono na podstawie obrazéw u7\'<kmanych z dyfrakeji promicni
rentgenowskich _na n{(z/\nac/z DNA. Uzyskane w ten sposGb informacje

“dawaiy wyobrazeme o cechach dwummox\ej helisy, w Kkiérej pozycje

poszczegdlnych jej skladowych zostaly uérednione. WlCCC_] informacji
o strukturze mozna uzyskaé na podstawie analizy dyfrakcji promieni
rentgenowskich na kryszrafach DNA. Takie badania staly sie jednak mozliwe
dopiero dzigki opracowaniu technik syntezy duzych ilodci oligomeréw DNA
o zdefiniowanej sekwencji 1 nukl leotydowej (s. 127). Analiza dyfrakcji promieni
remcenowskjch»‘hni mkrysztalach prowadzona z rozdzielczodcia pozwalajuca
okresli¢ pozycje pojedynczego atomu wykazala znacznie wieksza réznorod-
nos¢ i zmiennos¢ strukturalng czasteczek DNA niz pierwotnie przypuszczano.
Laicuch DNA moze wykonywaé obroty wokél jednego z.szedciu wiazan
przypadajacych na monomer: wiazania N-glikozydowego miedzy zasada
azotows i cukrem, wigzania miedzy C-4 i C-5 reszty cukrowej, i czterech
wigzat w mostku fosfodiestrowym, taczacym C-3 reszty cukrowej z C-5
reszty cukrowej kolejnego nukleotydu; moind to poréwnaé z dwoma
wigzaniami, wokdt ktdrych obraca sig laricuch polipeptydowy (s. 28). Jak to
wkrétce przedstawimy, istotnym czynnikiem determinujacym  strukture
czasteczki DNA jest konformacja pierscienia rybozowego.

Analiza dyfrakcji promieni rentgenowskich przeprowadzona przez Richarda
Dickersona i jego wspélpracownikéw na krysztatach dodekameru DNA
wykazala, ze struktura tego fragmentu ogdlnie przypomina model




DNA zapropenowany przez Watsona | Cricka. Odcinek dwunastonuk-
leotydowy roznit si¢ jednak od modelu tym, ze byt on konformacyjnie
niejednolity; wystepowaly tu stosunkowo duze lokalne zmiany struktury.
Model Watsona 1 Cricka zaktada wystepowanie 10 par zasad na catkowity
skret helisy, tak wigc kat skrgcenia jednej zasady wazgledem kolejnej,
wystepujacej ‘w tadcuchu, wynosi 36 stopni, W czasteczce badanej przez
Dickersona katy skrecenia miedzy sasiadujacymi w ladcuchu zasadami

wynosity od 28 stopni (dla odcinkdw o luZniejszej strukturze) do 42 stopni

(dla odcinkdw skreconych ciasniej). Takze pierécienie zasad nalezacych do
Jednej pary nie lezq w jednej ptaszczyZnie (rys. 31-3). Sa one raczej skrecone
wzgledem siebie jak fopaty $migia. To odchylenie od wyidealizowane;
struktury, zwane Smiglowym skreceniem zasad, wzmacnia asocjacje warst-
wowg migedzy zasadami jednej nici. Wystgpowanie tvch i innych miejscowych
rdénic budowy dwuniciowej helisy zalezy od sekwencji nukleotydowej
fragmentu DNA. Biatko poszukujqce specyfi icznej sekwencji moie wykryc jej
obecno$¢ dzieki efektowi dokladnego dopasowania swego “ksztaftu  do
dwuniciowej helisy.

Uskrecenie $miglowe

Jeszeze jedna whadciwoié DNA jest godna odnotowania. Helisa moze
fatwo sig wyginad w tuk lub provimowad forme superhelikalng  be:
wigkszyeh lokalnych zmian strukiury. batwoié z juka DNA ulega defor-
macji jest biologicznie niezwykle istotna, poniewaz dopuszcza tworzenie
si¢ kolistych czasteczek DNA i umozliwia nawijanie sie DNA wokél
bialck. Zageszczanie DNA, pozwalajyce na zajmowanie przezed jak

_najmniejszej objetosci, zalezy od zdolnoSci czasteczki do. ulegania defor-_.
macjom. Gdyby DNA musial pozostaé¢ liniowy, nie zmicfcilby si¢

w komdrce. DNA moze takze ulcgad zalamywaniu, czyli zaginaniu
w dyskretnych miejscach. Zaginanie si¢ DNA, jak to przedstammy
wkrétce, moze byé powodowane wystepowaniem specyficznych sekwencii

nukleotydowych (takich jak CIZL czterech reszt adeniny) lub tez przylacza-
niem bialek.

Maty i duzy rowek sa wyscietane grupami
zdolnymi do tworzenia wigzan wodorowych,
specyticznymi dla sekwencji danego odcinka DNA

Na powierzchni helisy B~-DNA mozna wyréznié dwa zagiebienia, zwane
duiym rowkiem (wigkszq bruzdq) (1,2 nm szerokosci), oraz matym rowkiem
(muiejsza bruzdg) (0,6 nm szerokoéci). Powstaja one dlatego, Ze wiazania
glikozydowe komplementamych par zasad nie leza dokladnie naprzeciwko
siebie (rys. 4-9 i 4-10 na s. 82). Do matego rowka skierowane sg O-2
pirymidyny i N-3 puryny danej pary zasad, natomiast duzy rowek tworzy sie
PO przeciwnej stronie pary zasad (rys. 21:5). Duiy rowek jest nieco glebszy
od malego rowka 10.85-0,75 nm), Rowkr sq wyScielane atomami lub
grupami, bedacymi potcnqa nymi donoraml lub akceptorami wodoru (w wig-

Rozdziat 31 8¢
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Rys. 31-3. Pierfcienic zasad nzotowych
jednej pary zasad DNA nie lezy dokladni.
w jednej ptuszezyZnie. Sy one skrgcone
wzgledem siebie juk topaty smigh

duzy rowek

Rys. 31-4. Helisa B-DNA zawiera maty
1 duzy rowek. Ta helisa zostala dodatkow
wygigta dla uwidocznienia znacznej rézn’
wiclkosci migdzy rowkami
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Rys. 31-5. Pary A-T i G-C DNA maja
atomy, kiére moga tworzy¢ dodatkowe
wiazania wodorowe. Duzy i maly rowek sg
wyscielone atomami. stanowigcymi
potencjalne donory i akceptory wodoru
{zaznaczone kolorem zéitym)

10 A

Rys. 31-6. Model szkieletowy
wyidealizowane] helisy DNA typu A.
[Narysowano na podstawie wspdlrzednych
przedstawionych w pracy: S. Amott,
D.W.L. Hukins. Biochern. Biophys. Res.
Comm. 47(1972):1504]

duzy rowek

duzy rowek

maly rowek

maty rowek
adenlna : tymina guanina : cytozyna
zaniach wodorowych). W duzym rowku N-3 adeniny i guaniny oraz O-2
tyminy i cytozyny moga by¢ akceptorami wodoru, natomiast zwiazana z C-2
grupa aminowa guaniny moze stuzy¢ jako donor wodoru. Oznaczmy N-3
jako n, 0-2 jako o, a woddr grupy aminowej jako /. Motzliwe uklady
donordw | akceptoréw w.m-aiym rowku DNA mozna opisaé jako no (AT),
on (TA), nho (GC), ohn (CG). W duzym rowku potencjalnymi akceptorami
wodoru sa N-7 guaniny lub adeniny oraz O-4 tyminy i O-6 cytozyny. Grupy
aminowe zwiazane z C-6 adeniny i C-4 cytozyny moga by¢ donorami
wodoru, Mozliwe uklady donoréw i akceptordw wodoru prezentowane
w duzym rowku mozna zatem opisaé jako nho (AT), ohn (TA). noh (GC)
oraz hon (CG), gdzie jako nokreslimy N-7, a O-6 lub O-4 przedstawione
jest jako 0. Warto zauwazy¢, Ze duzy rowek prezentuje bardzicj charakterys-
tyczne uklady donoréw i akceptoréw wodoru niz maly rowek. Podobnic fakt,
iz jest on wigkszy sprawia, Zc staje si¢ on bardzicj dostepny dia oddzialywan
z biatkami, ktére rozpoznaja DNA.

Grupa 2'-OH RNA pasuje do A-DNA, ktorego zasady
sg nachylone wzgledem osi helisy, nie pasuje natomiast
do helisy typu.B-DNA

Badania dyfrakcji promieni rentgenowskich na odwodnionych  widknach
DNA . ujawnily istnicnie odmiennej formy DNA, zwancj A-DNA, kiéra
pojawia sie, gdy wzgledna wilgotno$¢. czasteczki wynosi ponizej 75%.
A-DNA, podobnie jak B-DNA, jest dwuniciowa prawoskretng helisa,
zbudowang z dwéch przeciwréwnoleglych nici, utrzymywanych oddziatywa-
niami migdzy komplementarnymi parami zasad. Helisa typu A jest szersza
i krétsza niz helisa typu B, a pary zasad ulegaja przewaznie odchyleniu od

C,-endo ) Cy-endo

Rys. 31-7. Konformacja reszly cukrowcowej wplywa znacznie na orientacje mostkéw
fosfodiestrowych i wigzan glikozydowych, Crendo (wysigpujace «w B-DNA) oraz Cy~endo
{wystepujace w A-DNA) wskazuje, kidry z atoméw piericienia rybozowego lety powyzej
plaszczyzny worzonej przez pozostale atomy wegla (w poloZeniu pokazanym na tym rysunku)




polozenia prostopudiego wzgledem osi czasteczki {(rys. 31-6). Powodem
wielu réznic strukturalnych pomiedzy helisami typu A 1 B jest rdzna
konformacja reszt rybozowych (rys. 31-7). C-3 rybozy budujacej A-DNA
znajduje sie poza plaszczyzna, tworzona przez cztery pozostale atomy
pierscienia furanozowego (konformacja Cj-endo). W przypadku rybozy

- pochodzacej z B-DNA poza ptaszezyzna jest C-2 (konformacja C,~-endo).

Wystgpowanie rybozy o konformacji Ci-endo w helisie typu A prowadzi
do odchylenia par zasad od potozenia prostupadiego wzgledem osi
czasteczki o 19 stopni. Powoduje to niemalze catkowity zanik malego
rowka. Grupy fosforanowe helisy typu A wiaza o kilka czasteczek
wody mniej niz w helisie B-DNA. Odwodnienie prowadzi zatem do
powstawania formy A. }

Wystepowanie struktur typu A nie ogranicza sie wylacznie do odwod-
nionego DNA. Dwuniciowe rejony RNA (jak stuktury spinki do wioséw,
s. 103) i hybivdowe czgsteczki RNA-DNA provaierajq forme dwuniciowq,
kidra strukturalnie preypomina helise rvpu A. Giupa 2"-OH rybozy stanowi
zawade przestrzenna, nie pozwalajaca na przybianie przez czasteczke RNA
klasycznej struktury B-DNA. W przypadku takie] struktury O-2' zblizalby sie
zbyt mocno do trzech atoméw sasiadujace; grupy fosforanowej oraz do
jednego atomu Kolejnej zasady. W helisie typu A atom Q-2 znajduje sie na
zewngtrz helisy, z daleka od innych atoméw.

Z-DNA jest lewoskretng dwuniciowa hedisa,
ktorej szkielet fosforanowy przypomini zygzak

Trzeci typ helisy DNA odkryli Alexander Richi wspdlpracownicy podczus
prac nad strukturg odcinka o sckwencji CCCGCG. Stwierdzili oni, ze
zgodnic z oczekiwaniami 6-nuklcotyd ten tworiy helis¢ o niciach uloZonych
‘anlyrdwnolcgle, utrzymywanych przez oddzialywania migdzy komplemen-
tarnymi zasadami. Jednakze helisa ta byia ku ich zdumieniu lewaskrema,
W przeciwienstwie do prawoskremyeh ezystezek twpu A i B, Szhiclet
Josforanowy czqsteczki praypominat budowy liere Z, nazwano wigc ja formq
Z-DNA. StruKtura taka powstaje dlatego. Zc jrdnostkg po'wtarzalno.x‘ci dla

e g

Tabela 31-1. Pordwnanic form A. B. i Z DNA

- Typ helisy
A . B Z
Ksztatt najszersza pisrednia najwezsza
Wzrost diugosci helisy na pare '
zasad 0,23 nm 0.4 nm 0,38 nm
Srednica helisy 2,55 nm 2,1” nm 1,84 nm
Kierunek skrecenia prawoskrgtna prisoskretna lewoskretna
Wigzanie glikozydowe anty any antydlaC, T
syndla G
Liczba par zasad na skret helisy 11 104 12
Skok helisy 2,53 nm -3.5I nm 4,56 nm
Odchylenie pary zasad od 19° i° g°
potozenia prostopadiego do osi
helisy .
Duzy rowek waski | bardzo - szewki i dosé ptaski
gteboki ghboki
Maly rowek bardzo szeroki 'qufpi‘ dosé bardzo waski
i phytki gtedoki i gleboki

Rozdziat 31 ga:
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Rys. 31-8. Model szkiclctowy Z-DNA —
lewoskretne] formy helikulne] DNA. Szkict
fosforanowo-cukrowy tworzy rygzak,
poniewu? jednostky powtarzalnosci w te]
helisie jest dinukleotyd. [Narysowano wedtu
3znapdb. AH-3 Wang, G.J. Quigley,
FdeKolpake-GeVan-der-Marcel, 3. Hr V-
Boom, A. Rich, Seicnce 21H1981%:171]
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Rys. 31-9. Modele przestrzenne odcinkdw
o dlugosci 12 par zasad wyidealizowanych
form A-DNA, B-DNA oraz Z-DNA.
Zauwaimy, ¢ helisa Z-DNA jest
lewaoskretny, nitomiast helisy A-DNA

i B-DNA sy prowvoskretne, Niemal culy DNA
w warunkach fizjologicznyeh wyst¢puje

w formic B-DNA

helisy typu Z jest dinukleotyd, a nie mononuklcotyd. Z-DNA rézni sie od
A1 B takze tym, Ze ma tylko jeden, gleboki rowek,

Strukwure Z-DNA przybieraja krétkie fragmenty oligonukleatydowe, kiérych
sekwencja sklada sig z nastgpujacych po sabie na przemian reszt purynowyeh
[ pirvmidynowych. Do jej powstania potrzebne s takze duze stezenia soli,
aby zminimalizowaé oddziatywania elektrostatyczne miedzy fosforanami
szkieletu, ktére w czasteczkach o takiej strukturze znajdujg sie blizej siebie
niz w czasteczkach typu A- i B-DNA. W warunkach fizjologicznych
wiekszos¢ DNA genomowego' w komdrkach bakrer)jzz)'clz i eukarioryczn_ych
tnajduje sie w formie B-DNA. Mimo ze rola biologiczna Z-DNA nie jest
znana, sama obecno$¢ takiej konformacji dowodzi, iz DNA jest czqsteczkg

<

8igtkq 1 dynamicing. A-, B-1Z-DNA poréwnano w tab. 31-1 oraz na rys. 31-9,

Endonukleaza restrykcyjna EcoRV znajduje

NPEONANGMENATANEMONASOYIN
Palindromowa inskrypeja zapisana

w jezyku greckim na chrzcicnicy, |
znujdujucej sig na dzicdzidcu Hagia
Sofia w Istambule (Konstantynopolu).
moéwi:

-Obmyj swaje grzechy. nic tylko
swojit twarz.”

magsie ceTia

$ GTAAST-T—C &

3 c—m]»;_;xfc g
!
o4 symetni

migjsce
cigca

sekwencja docelowa EcoRI

migisce oesia

|
§ G—A-TA-T—C v
¥ C—TmAth &
i

meg;8ce Cleca

sekwencja docelowa EcoRY

Sekwencje docelowg przegladajac duzy rowek DNA

Bakterie moga wykryé i zniszezy¢ czysteczki DNA nalezgce do infekujyeych
Je wiruséw. Maja one endonutleazy restrykeyjne (enzvmy restrykeyjne), kidre
trawig obcy DNA, pozostawigace nietkniety ich wiasny, ulegajacy metylacji
w miejscach potencjalnego mzpoznawania przez te biulka. Endonukleazy
restrykcyjne. musza dziala¢ szybko i dokladnie: infekcyjny DNA musi zostaé
szybko zdegrﬁdoWény, natorniast genomowy DNA bakterii nie moze zostaé
przeciety ani razu. Badania mechanizmu dziatania oraz struktury endonukleazy
EcoRV pokazaly, jak wielkg specyficznos¢ procesu mozna osiagnac z za-
chowaniem peinej aktywnosd katalitycznej. Ten enzym restrykeyjny. rozpo-
znaje 6-nukleotydowy sekwencje docelowa, ktéra jest palindromoyva — ma
dwukrotng symetrig obrotovg (s. 122). W istocie wiekszoéé sekwencji
docelowych dla enzymdw restrykeyjnych to sekwencje palindromowe. Obie
nici przecinane sa w identyznych miejscach, umieszczonych symetrycznie
wzgledem osi symetrii. Zniana pojedynczego nukleotydu w sekwencji
rozpoznawanej zmniejsza efrktywnoéé ciecia DNA o wigcej niz milion razy.
Dalo to podstawe, by przypiszczaé, ze enzym — podobnie jak rozpoznawana
przez niego sekwencja — jest symetryczny. Rzeczywiscie EcoRV jest
dimerem dwdchidentyczny:h podjednostek i wiaze DNA w taki sposdb, ze
0§ dwukrotnej symetrii sekvencji rozpoznawanej zgadza si¢ z osig dwukrotnej
symetrii enzymu (rys. 31-1)). Tak wiec symetria endonukleazy pokrywa sie

_ Zsymetriq jej. sekwencji decelowej,




Rys. 31-10. Dwustronna symetra endonukleazy EcoRV pokrywa sig
z dwustronng symetrig rozpoznawanej przez nig sekwencji DNA.

Dwie identyczne podjednostki endonukleazy — kolor niebieski i 26y,
dwi¢ identyczne nici sekwencji palindromowe] — czerwony i ziclony,
[Narysowano wedlug: 4rve.pdb. F.K. Winkler, DWW, Banner, C. Ocfner,
D. Tsemoglou, R.S. Brown, S.P. Heathman, R.K. Bryan, P.D. Martin,
K. Petratos, K.S. Wilson., EAMBO J.-12(1993):1781}

Rys. 31-11. Kiedy cngonuk!:m EcoRVY osiggnie szescionukleotydowy
sekwencje docelowa. \gochodzi do wygiecia helisy DNA w obrebie 1¢j
sekwencji o ckolo 50%stopni. Jedna z nici DNA — kolor czerwony,

druga — zielony, Czigry reszty aminokwasowe kiuczowe dia katalizy
w jednej z podjednosttk — kolor niebieski, a w drugiej podjednostce

— 16ity, [Narysowanolwedtug: 4rve.pdb. F.K. Winkler, D.W. Banner,
C. Oefner, D. Tsernogbu, R.S. Brown, S.P. Heathman, R.K. Bryan,
P.D. Martin, K. Pelmlc%, K.S. Wilson. EAMBO J. 12(1993%:1781)]
Endonukleaza EcoRV sprawdza ni¢ DNA w poszukiwaniu sekwencji

i
\
docelowej GATATC, dyfundujac wzdluz duzego rowka. éciﬁlcj mdéwiac, |
petla powierzchniowa utworzona ze struktury 8 kazdej podjednostki enzymu \‘
kontaktuje sig z wickszym rowkiem. Qdnalezienic przez enzym specyficzne] 3
sekwencji prowadzi do duzych zmian strukturainych zaréwno w czasteczce %
enzymu, jak i w docelowej sekwencji DNA (rys. 31-11). Podczas tego \
indukowanege dopasowania DNA ulega skreceniv o 50 stopni w polowie
6-nukleotydowej sckwencji rozpoznawanej. Kazda rozpoznajuca petla
biatkowa tworzy sze§¢ wigzad wodorowych — wszystkie w duzym rowku !
~=—z-dwoma- skrajnymi- parami zasud sekwencji GAT. Tstotne-jest; Ze jony
Mg'*, niczbedne do przeprowadzenia reakcji hydrolizy, dostaja si¢ do
miejsca katalitycznego i ulegajy koordynacyjnemu zwiazaniu dopiero

}

e

\
wiedy, gdy enzym odnajdzie sekwencje docelowy. Widzimy tutaj wielkq \
dynamicznosc reakefi rozpoznawania DNA przez biatko. Dzialanie EcoRY \
pokazuje, jak blatko preeszukiujqce duzy rowek DNA dzieki swej zdolnosci

rozpoznawczej soybko 1 bardzo precyzivinie odczynije sekwencje nukleo- \
tydowq.

-

it

Ligaza %qc’zy konce DNA w rejonach dwuniciowych

Odkrycie kolistego DNA (s. 89) wskazalo na istnienie enzymu, kidry taczy
kodce ladcuchdw DNA. W 1967 roku naukowcy w kilku laboratoriach
jednoczesnie odkryli ligazg DNA. Enzym ten katalizuje tworzenie sie
wiqzania fosfodiestrowego miedzy grupq 3'-0;1__1 jednego korca nici DNA
[ grupq 5'-fosforanowq drugiego koica czgqsieczki DNA (rys. 31-12). Do
przeprowadzenia tej endoergicznej reakcji potrzebne jest Zrédio energii. \
W Escherichia coli i u innych bakterii te role peini NAD ™ ; ligazy wystepujace \
w komdrkach zwierzgecych oraz ligazy bakteriofagowe wykorzystuja jako

Zrédlo energii ATP. Jak przedstawimy w dalszej czeéci rozdzialu, laczenie

czgsteczek DNA jest kluczowym etapem takich proceséw, jak normaina
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Rys. 31-12. Ligaza DNA katahzu;c lqczcm: ni¢ DNAF—3'— C—P—0-—5—nié DNA

nici DNA. kiore 53 czedeiy dwuniciowe] ) _|

czasteczki helikalnej | 0

H

S\ nteza DNA, naprawa uszkodzonego DNA oraz skiadanie [ancuc/zow DNA
| podc as rekombinacji genetycznej.

Ligaza DNA nie moze faczy¢ lub zamykaé w forme kolista Jednoniciowych
czasteczek DNA. Natomiast ligaza skleja peknigcia w dwuniciowych czqs-
teczkach DNA. Enzym E. coli tworzy wiazania fosfodiestrowe zwykle tylko

ligaza] DNA : wtedy, gdy w poblizu pekniecia wystgpuje przynajmniej kilka par zasad,
lizyna Ligaza kodowana przez bakteriofaga T4 moze taczy¢ dwie dwuniciowe
by lj‘,e ' helikalne czasteczki DNA, zakodczone tepymi koricami, Ta wiaéeiwoéé

i ; ligazy faga T4 zrewolucjonizowaia rekombinacyjna technologie DNA.
.—O_F;ZO | Przyjrzyjmy si¢ mechanizmowi taczenia DNA przez ligaze, kiéry wyjasni
? - ;’ I. Robert Lehman: ATP (lub w przypadku niektérych ligaz NAD*) dostarcza
ryboza., - enzymowi aktywowanej reszty AMP, dzieki czemu tworzy sie kompleks
adelr\ina":' enzymu  mwiqzanego kowalencyjnie = AMP (kompleks enzyim- adenylan),
o "} w ktdrym AMP poiaczony )est z enzymem wigzaniem fosfoamidowym

Rys. 31-13, Produkt posredni reakeji ligacji
: s oprzez reszt¢ e-aminowa lizyn s. 31-13). Jednoczeénie uw n
DNA. utworzony przez kowalencyjne poprz ¢ " a y )/ (ry ). Je dlm‘l Y

I
swinzanie AMP 7 ligazy poprzez reszi (; jest pirofosforan (lub mononukleotyd nikotynoamidoadeninowy — NMN).
fizyny enzymu. W ten sposdb aktywowany } Zaktywowana reszta AMP jest nastgpnie przenoszona z reszty lizyny na
Jest AMP bioriey udzial w reakeji ligacji / koniec 5" fasicucha DNA i w ten spos6b powstaje kompleks adenylan—-DNA.
I Ostatnim ctapem procesu jest nukleofilowy atak grupy 3'-OH na zaktywowany
; fosforanem koniec 5" DNA. Ten ciag reakcji (rys. 31-14) napedzany jest
hydroliza pirofosforanu, uwolnionego podczas tworzenia kompleksu en-
/ zym=adenylan.. Gdy zatem..Zrédlem -energii—jest -ATP, -do- wytworzenia
wigzania fosfodiestrowego w czysteczce DNA potrzebne sy dwa wysoko-
energetyczne wigzania fosforanowe. Gdy donorem adenylanu jest NAD®.
takze dwa wigzania bezwodnikowe zuzywane sg do odtworzenia czasteczki
NAD z NMN i ATP.

E + ATP (b NAD*) :== E-AMP + PP, (lub NMN)

E-AMP + (B)—5-DNA == E + AMP —{P)— 5-DNA
Rys, 31-14. Mechanizm reakeji
katalizowanej przez ligaze DNA / Tty AMP-—@— 5.DNA

(;)'

- —P—5-DNA + AMP

i
il

. P—5-DNA + ATP (WONAD*) == .27 —B—5-DNA + AMP + PP, (lub NMN)

=

Liczba oplecen DNA jest cechg topologiczna,
determinujgca stopient skrecenia superhelikalnego

Jak zaobserwowat Jerome Vinograd w roku 1963, kolisty DNA wirusa polio
/ W czasie wirowania rozdzielal sie na dwa pasma. Podczas rozwigzywania tej
zagadki odkryt on wazng wiasciwosé kolistego DNA, jakiej nie maja
czasteczki liniowe. Rozwazmy odcinek o diugoici 260 pz i konformacj
| ' helisy B-DNA (rys. 31-15A). Poniewaz ilo$¢ zasad przypadajacych na jeden
skret w o czasteczce DNA WYRosi 104 ta m.xowa czasteczka tworzy 25

-
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Lk'=25 Tw=25 Wr=0
B roziuzniona czasteczrka kolista

- liniowy DNA odwinigty o dwa skrgty w prawo
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- 45 \m Lk =23, Tw~ 25 Wr~-2

/CJ\
10 ujemnle superhelikaina czasteczka
E : {(rpemmskigina)
k=23, Tw~23, Wr~0 {e~e

0 odwlinleta czasteczka kolista

Rys. 31-15. Schematyczny rysunek ukazujacy liczbg opleced (L), liczbg skr:téxx" (Tw) oraz
liczbg zwojéw (Wr) kolistych czasteczek DNA. [Wedtug: W. Sacnger. Principles of Nucleic
. Acid Structure (Springer-Veriag. 1984). p. 452}

(260/10,4) skretdw, Teraz potaczmy korce tej helisy, tworzac zrelaksowany
kolisty DNA (rys. 31-15B). Zupeinie inny kolisty DNA moZe powstaé,
kiedy odwiniemy liniowgq czasteczke DNA o dwa skrety przed polaczeniem
jej w strukture kolista (rys. 31-15C). Jakie sg nastgpstwa odwinigcia DNA
przed potaczeniem koricéw? Mozliwe jest przybranie przez nia dwdch
konformacji. DNA moZe przybraé strukture tworzaca 23 skrety helisy oraz
odwinigtg petle nie tworzaca dodatkowych ;splotéw (rys.. 3-15D). DNA
moze. akie przybraé strukture superhelikaing, gdzie helisa tworzy 25
skretdw oraz 2 skrety lewoskreinegj (okreslanej jako ujemna) struktury
superhelikalnej (rys. 31-15E).

Przybranie konformacji superhelikalnej znaczaco wptywa na ogélna forme
DNA. Czqstecgé' superhelikatna DNA jJest bardziej zwarta niz zrelaksowany
(rozluiniony) D'NA tej samej diugosci (rys. 31-16). Diatego tez w czasie
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Rys. 31-16. Mikrografia elektronowa
rozluZnionej i ujemnie superhelikalnej formy
DNA. [Dzieki uprzejmasei: Dr. Jack Griffith)

wirowania lub elektroforezy superhelikalny DNA porusza sig¢ szybciej niz
Jego zrelaksowana forma. Podczas eksperymentu Vinograda szybciej sedy-
mentowal superhelikalny DNA, natomiast wolniej sedymentujacy DNA byt
zrelaksowany, poniewaz jedna jego ni¢ byta peknieta.

Nasze zrozumienie konformacji DNA wzbogacone Jjest o wiedze dost

E_L-

czang przez topologi¢ — galaZ matematyki zajmujaca sie wiasciwosciami
strukturalnymi czasteczek, ktdre nie ulegaja zmianie pedezas deformacii,

takich jak rozciaganie czy zginanie. Kluczows wiasciwoscia topologiczng
czasteczki kolistego DNA jest liczba opleceii (ang. linking number — LK),
ktdra okresla, ile razy jedna ni¢ DNA owija sie prawoskretnie wokdl osi
helisy, sprowadzonej do prostej lezacej na plaszczyZnie. Dla zreluksowanego
DNA przedstawionego na rysunku 31-15B L4 = 25, Dla rozwiniglej czyste-
czki (31-15D) oraz dla superhelikalnej (31-15E) Lk = 23, ponicwaz helisa
zostalu odwinigta o calkowite dwa skrety  proed  polyezenicm konceow
i wytworzeniem. formy Kolistej. Czusteczki réznigee sie wyljcznie Lb sy
wzgledem siebie topologicanie izomervezne Gopoizomery). Zmiana konfor-

“macji topoicomerdw jest moiliwa jedynie proez przeciecie Jednej lub obydwu

nici DNA | ponowne ich polqczenie.

__Rozpleciona i_superhelikalna czasteczka DNA  pokazane na.rysunku

31-15D I E, s topologicznie identyczne, lecz rézne geometrycznic. Majg one
t¢ samg warto$¢ Lk, lecz réznig sic wartosciami T, czyli liczhq skretiw
(ang. nwisting number) oraz Wr, czyli liczby zwojéw (ang. writhing number).
Tw odzwierciedla helikalne skrecenie nici DNA wzgledem sicbic nawzajem,
natomiast Wr jest miara zwiniecia osi dwuniciowej helisy (Scisle definicje
Tw i Wr sa skomplikowane). Czy istnieje zaleznoid migdzy Tw 1 Wr? Tuk;
topologia okresla, ze suma Tw i Wr jest po.prostu réwna LK. .

Lk = Tw + Wr

Na rysunku 31-15, rozwiniety kolisty DNA ma Tiy ~ 23 | Wr~ 0, natomiast
superhelikalny DNA ma Tw~25 1 Wr~ —2. Te formy moga przechodzi¢
Jedna w druga bez przerywania fadcucha DNA, poniewaz maja te samg
warto$¢ Lk, mianowicie 23. Podzial wartoéci Lk (ktéra musi byé liczba
catkowita) miedzy wartoéci Tw i Wr (kiére nie musza byé liczbami
catkowitymi) jest okreslony przez energetyke konformacji. Energia swobodna
osiaga warto$¢ minimalng wtedy, gdy 70% zmiany Lk wyrazone jest przez Wr,
a 30% — przez Tw. Tak wigc najbardziej stabilna forma bedzie mieé wartosci
T =124,4 oraz Wr = —14. A wiec mnigjszenie Lk powodije zardwno
prawostronne (ujemne) superhelikalne skrecenie osi DNA, jak i rozwiniecie
helikalnej struktury Watsona~Cricka. Topoizomery réznigce si¢ wartoéciami
Lk zaledwie o 1, a co za tym idzie Wr o 0,7, mogg byc¢ tatwo rozdzielane
podczas elektroforezy w zeluagarozowym, poniewaz ich objetosci hydrodyna-
miczne s3 zupetnie rézne — supeﬂze[ikalnos’épowoduje wzageszezenie” DNA.,




Najczescie] wystepujace czasteczki DNA-
sg ujemnie superhelikaine

Stopiedt superhelikalnosci. czgsteczki DNA moze byé wyrazony pojeciem
gestosci superhelikalnej o, ktdra jest niezalezna od dlugosci tej czasteczki.

= (Lk- Lko)/L-f’\'o

_ Lky jest liczba oplecen zrelaksowanych kolistych czasteczek DNA. Dla
superhelikalnego DNA przedstawionego na rys. 31-15E Lk = 23, Lk, = 25,
tak wigc o = —0,08. Gestoié superhcifﬁma wiekszoscei naturalnych czas-
teczek DNA wynosi okoto —0.06. Znak minus wskazuje, ze wystepujacy
naturalnie superhelikalny DNA jest prawoskretny (tak jak w przykiadzie).
Innymi slowy powstaje on przez zbyt mate skrecanie lub rozplatanie
czasteczek DNA. Ujemna superhelikalnos¢ priygotowuje DNA do proceséw
wymagajqcyeh rozdzielania nici: replikacji, rekombinacji i transkrypcji.
Dodatnia superhelikalnoéé (rys. 31-17) pozwalataby kondensowaé DNA z 13
sama efektywnoscig jak ujemna, jednak rozdzielanie nici byloby duzo
trudniejsze. Widzimy rtutaj wyraZng przyczyne powszechniejszego wy-
stepowania w przyrodzie ujemnie superhelikalnego skretu.

DX

| ;f ‘
scoo \__

ujemnie superhelikalny DNA rozluzniony DNA
A {Wr~ ~3) B8 C

,TQPQ;??W?@??},K,a'@ﬁ,zu,je relaksacje superhelikalnego DNA

Wzajemne przeksztalcenia topoizomerdw DNA (rys. 31-18) sq katulizowane
przez enzymy topoizomerazy. ktérych odkryweami byli James Wang i Martin
Gellert. Enzymy te zmieniaja liczbg oplecen DNA, katalizujac trzystopniowy
proces: 1) priecinanie jednej lub obu nici DNA, 2) prienoszenic segmentu

roziuzniony DNA —fmelt

Rys. 31-18. Obraz uzyskany 'z rozdzialu
elektroforetycznego superhelikalnych
czasteczek DNA wirusa SV40.

A — czasteczka DNA o duzym stopniu
superhelikalnosei. Inkubacja DNA

w obecnosei topoizomerazy: B — przez
5 minut, C — przez 30 minut prowadzi
do powstania szeregu czasteczek

0 mnigjszym stopniu superhelikalnego
skrecenia. RéZnica wartodei Lk migdzy

su :?}Ixseolickealn poszczegdlnymi formami super-
P DNA y helikalnymi wynosi 1, réznica Wr

— okolo 0.7. [Z: W, Keller. Proc. Nat.
Acad. Sci. 72(1975):2553)

dodatnio superhelikalny DNA
(Wr~ +3)
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Rys. 31-17. Schematy
czasteczek DNA rézniycych
sie stopniem
superhelikalnodci.

Al — ujemnic superhelikalna
(Wr~ =3, prawoskretna);

B — formu zreluksowana
(W{': 0); C — dodutnio

.,-laoq superhelikalna (Wr - + 3,
M %,,2’ lewbskreiniy, Wigkszodé

wysiepujyeego naturalnic
DNA jest ujemnic
superhelikalna

JTwynn ostrym zebem rozwigz
splatany Zywota werel™,
WiLIAN SHAKESPEARL (| GO8)
LAmroninsz | Kleopatra™ (V. i)

(tlum, J. Urbadskicgo. wydane w 1875 r.
przez Warszawski Spolky Keiggarzy
pod redukejy J.0. Kraszewskicgo)




850  CzescV
GENY

topoizomeraza:
CH,
/\l
i
1

AN
o

R

f
Rys. 31-19. Produkt posredni feakeji
kaulizowanej przez topoizomeéraze. Grupa
5"-fosforanowa znajdujaca sigina kodcu
przecinanej nici DNA jest polaczona
kowalencyjniz 2 grupy h_\'dro}:sylo‘.va
specyficznej reszty tyrozyny W czgsteczee

cnzymu ;
|

R'_vs. 31-20. Struktura topoizomerazy I z E. coli. Ten monomeryczny
enzym o masie czasteczkowej 97 kDa ma domeng N-korcowa 67-kDu,
Ntéra tworzy strukture przypominajaca obrecz o §rednicy 2,75 nm,
wystarczajaco duza, by w niej pomiesci¢ dwuniciows helise DNA. Reszia
tyrozyny, Ktdra w czasie reakcji wiaze sie z 5'-fosforanem przecinanej nici
DiNA — Kolor czerwony. kilka reszt aminokwasowych tworzacych micjsce
aktywne — z6hy. Enzym musi podlegaé duzym zmianom strukturalnym,
by okoli¢ dwuniciows helise DNA i umozliwi¢ mu przesunigcie si¢ przez
szczeling miedzy przecigrvmi kofcami jednej z nici DNA. [Narysowano
na podstawie wspdirzednych uprzejmic udostepnionych przez:

Dr. A. Mondragén. C.D. Lima, J.C. Wang, A. Mondragon. Nature

36701994):138]

DNA przez wylworzong w len sposéb przerwe. 3) ponowne lqczenie
przecigtego DNA. Topoizomerazy typu [ tny tylko jedna nid DNA, natomiast
typu Il rozcinajg obydwie nici. .

Topoizomeraza typu 1 z E. coli katalizuje relaksacje ujemnie superhelikal-
nego DNA. Proyjery a priori model dzialania enzymu zakladal, ze w pierwszej
fazie procesu wykazuje on aktywno$¢ nukleazowa, a w nastgpnej —
aktywno$¢ ligazy. Stwierdzono jednak, ze powstawanie Kolistych czasteczek
zachodzilo przy braku ATP, NAD" lub innych donoréw energii. To odkrycie
wykluczalo mozliwos¢ zajicia reakcji hydrolizy DNA na poczatku procesu
— [worzenie sie wigzania fosfodiestrowego miedzy wolng grupg hydroksy-
lowa i wolng grupa fosforanowa DNA wymaga Zrédia energii. Sugerowalo
to w sposéb oczywisty, ze jeden = korcow priecinanej nici zostaje
zaktywowany przez kowalencyjne zwiqzanie z enzymen. 1 rzeczywiscie
— wyizolowano kompleks kowalencyjnie zwigzanego ‘enzymu i DNA
z mieszaniny reakcyjnej, denaturujac topoizomeraze siarczanem dodecylu
sodu w czasie trwania jej cyklu katalitycznego, Stwierdzono, ze 5'-fosforan
nici DNA taczy si¢ z grupa hydroksylowa tyrozyny tego bialka. ktdérego masa
czasteczkowa réwna jest 97 kDa (rys. 31-19). Grupa 3’-OH, znajdujaca sie
na drugim Koricu przecietej nici, atakuje nukleofilowo aktywowany produkt
podredni, odtwarzajac ciaglo¢ nici kolistej czasteczki, Warto zauwaiyd, ze
wiazania chemiczne substratu i produktu tej reakcji sa identyczne. Jedyna
rola topoizomerazy jest stworzenie czasowego przerwania nici DNA, co
umotzliwia przeniesienie odcinka DNA. Liczba powigzan negatywnie super-
helikalnej czasteczki wzrasta 0 + 1 (relaksacju) na kazdy cykl katalityczny.
Interesujaca whasciwodeia strukturalng czasteczki topoizomerazy jest olwor
wystarczajaco duzy, by zmiesci¢ dwuniciowy helise DNA.

Gyraza DNA katalizuje wprowadzanie ujemnych
skretdw superhelikalnych do DNA kosztem ATP

Reakcja katalizowana przez topoizomeraze I, relaksacja superhelikalnego
DNA, jest termodynamicznie korzystna. A co z tworzeniem superhelis?
Superhelikalno$¢ pochlania energie, poniewaz superhelikalna czasteczka,
w przeciwieristwie do swego zrelaksowanego partnera, jest torsyjnie napieta.
Wprowadzenie dodatkowego superskretu do czasteczki DNA o o = -0,06
pochiania okoto 37,7 kJ/mol. Tak wiec w postaci skretéw superhelikalnych




naturalnie wystepujacych czasteczek DNA przechowywana jest spora porcja
energii. B '

Tworzenie struktur superhelikalnych u E. coli katalizowane jest przez
gyraze, topoizomeraze zlozong z dwéch lafcuchdw biatkowych o masie
105 kDa (A) 1 dwdch taficuchéw o masie 95 kDa (B). Gyraza DNA Jjest
wuriqdzeniem prienoszqeym energie”: prieksctalca energie swobodng ATP
w energie torsyjnego napiecia czqsteczki superhelikalnej. Reakcja rozpo-
czyna si¢ nawinigciem okoto 200 par zasad wokdt enzymu (etap | na rys.
31-21). Zwigzanie ATP powoduje przeciecie obydivu nici DNA (etap 2);
miejsce cigcia na jednej nici przesuniete jest wzgledem miejsca ciecia na
drugiej nici o cztery nukleotydy. Ufosforylowany koniec 5° kazdej z prze-
cigtych nici jest wiazany ze specyficzng reszta tyrozyny podjednostki
A enzymu. Zakotwiczenie obydwu kodcdw przecigtego DNA jest istotnym
zabezpieczeniem swobodnej rotacji czasteczki, kidra prowadzitaby do utraty
superhelikalnosci,

Nastepnie odcinek dwuniciowego DNA przechodzi przez przerwe miedzy
przecietymi nicmi. Przeniesienie jest wektorowe (ukierunkowane) — gyraza
DNA pozwala tylko na przejscie prowadzace do powstania ujemnie skreconej
czgsteczki, Przeciete kodce DNA s3 nastgpnie !gczone dla odtworzenia
ciaglodci obydwu nici dupleksu (etap 4), Hydroliza zwiazanego ATP prowadzi
w koricu do uwolnienia przeniesionego odcinka DNA, umozliwiajac wejscie
enzymu w kolejny cyk! katalityczny (etap 5). Gyraza DNA kazdorazowo
zmniejsza liczbe oplecer (Lk) swojego substratu o warto$c 2, poniewaz
dwuniciowy DNA przechodzi przez przerwe w obydivu niciach. Enzym moze
wykonywad okolo 2 ujemnych skreceii na sekunde. Gyraza DNA moze
réwniez powtarza¢ kolejne cykle katalityczne, nie oddysocjowujuc od
czasteczki DNA,

Stopicii superhelikalnego skrecenia bakteryjnego DNA jest zatem okredlony
dzialaniem dwéch enzyméw. Ujemna superhelikalnosé wprowadzana jest
przez gyraz¢ DNA i usuwana przez topoizomerazg 1. Tloé¢ tych enzymow

DNA z jednym
dodatnim

skretem :
superhelikalnym \

DNA z jednym
ujemnym
skretem
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Rys. 31-21. Schemat dzialania gyrazy DNA.
zmieniajgcej liczbe oplecend dwuniciowe;j
czasteczki DNA. Poczatkowo DNA ma jeden
dodatni skret superhelikalny. Po przecigciu
i ponownym polaczeniu obydwu oici DNA
ma jeden ujemny skret superhelikainy,
Liczba oplecest maleje zatem o 2. [Wedlug
rysunku uprzejmie udost¢pnionego przez:
Dr. Nicholas Cozzarelli}
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Rys. 31-22. Mikrografia elekwonowa
czasteczek polimerazy DNA T zwigzanych
z syntetyczng matrycy DNA. [Dzigki
uprzejmasci: Dr. Jack Griffith]

jestregulowana przez komdrke do osiagnigeia whasciwego ujemnego skrecenia

csuperhelikalnego bakteryjnego DNA. Bakteryjna gyraza DNA ulega dzialaniu

kilku antybiotykéw, ktdre hamujy enzym prokariotyczny o wiele efektywniej
niz eukariotyczny. Novobiocyna zapobiega wigzaniu ATP do gyrazy. Kwas
nalidvksowy i cyprofloksacyna natomiast. wplywaja na proces rezcinania
i ‘ponownego taczenia taicuchdw DNA. Te dwa inhibitory gyrazy sa czesto
uzywane w leczeniu bakteryjnych zakazert drég moczowych i innych infekcji.

Polimeraza DNA 1 byta pierwszym odkrytym enzymem
sterowanym przez matryce

Powréémy teraz do -opisu replikacji DNA na poziomie molekularnym.
Poszukiwania enzymu, ktdry syntetyzuje DNA, rozpoczat Artur Komberg
wraz z wspéipracownikami w1955 roku. Wkrétce okazaty sig owocne,
gidwnie dzieki wiasciwemu okre$leniu celu poszczegdlnych eksperymentéw:

1. Jakie sa aknwowane prekursory DNA? Badacze prawidlowo okredlili.
ze aktywowanymi substratami do syntezy DNA sy S-rrifosforany deok-
syrybonukleozyddw. Ta konkluzja opierata si¢ na dwdch wskazédwkach. Po
pierwsze, szlaki biosyntezy puryn i pirymidyn prowadza do powstania
5'-fosforandw. a nie do 3’-fosforanéw nukleozyddw (s. 791). Po drugie, ATP
Jest aktywowanym substratem podczas syntezy wiazaf fosforanowych
w koenzymach. takich jak NAD*, FAD, czy CoA (s. 805)

20 W jaki sposob powinno sig badad syntezg DNA? Przypuszczano, ze
ilos¢ syntetyzowanego DNA moze by¢ bardzo mata, konieczne zatem byto
zastosowanie bardzo czutych metod wykrywania, Zamicrzony efekt osiggnigto
dzigki uzyciu prekursorowych radioaktywnych nukleotyddw. Whiezanie
prekursordw do syntetyzowanego fatcucha DNA badano przez pomiar
radioaktywnosci w  kwasevwvm osadzie mfeszaniny reakevinej. (Dodanie
Kwasu trichlorooctowego do mieszaniny reakeyjnej powoduje wytrycenie

DNA, natomiast _prekursory syntezy DNA — trifosforany nuklcozyddw

pOZOSlujy W roztworze.)

3. Jaki rodzaj komdrek powinno si¢ badad? Komdrki bakteryjne uzyto po
uzyskaniu negatywnych rezultatéw cksperymentdw z zastosowanicm cks-
traktéw komorek zwierzgeych. Wybrano E. coli. poniewuz komorki te dzicla
sic co 20 minut, a bakterie mozna hodowad w duzych ilodciach. Zgodnie
z oczekiwaniami bakleria ta okazala sig dobrym Zrédiem enzymu, ktdry
syntetyzowat DNA.

Ekstrakt £. coli inkubowano ze znukowang radioaktywnie deoksytymidyna.
Poziom radioaktywnosci "C tego prekursora wynosit okoto miliona zliczen
na minutg. Kwasowy precypitat z tej mieszaniny wykazal zaledwie pied-
dziesiat zliczert na minute. Zsyntetyzowanych zostato tylko kiltka pikomoli
DNA, ale to byt dopiero poczatek. Komberg napisat: ..Chod ilo$¢ nukleotydu
wbudowana do DNA byta minimalna, niemniej jednak byla ona wieksza niz
w probie odniesienia. W te waska szczeline chcielismy wbié klin. Mlotem
byta'technika oczyszczania enzymu, ktdra opracowano podczas wyjasniania
procesu fermentacji alkoholowe;j”.

Nowy enzym nazwano polimerazq DNA. Obecnie nazywany jest polimerazq
DNA I, poniewaz od tego czasu wyizolowano inne polimerazy DNA. Po
dziesieciu latach od odkrycia dokonanego w laboratorium Komberga
polimeraze DNA [ oczyszczono do stanu homogennosci i szczegSlowo
scharakteryzowano. Ogrom zadania mozna najlepiej oceni¢ na podstawie
informacji, ze 500 mg czystego enzymu otrzymano ze 100 kg komdrek
E. coli. Jak wkrétce przedstawimy, polimeraza DNA T nie jest enzymem,




