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MIESIĘCZNIK POŚWIĘCONY CHEMII, TECHNOLOGII i PRZETWÓRSTWU POLIMERÓW

Od Redakcji

Niniejszy zeszyt „Polimerów" w całości poświęciliśmy tematyce biopolimerowej, która dotychczas 
nie miała w naszym czasopiśmie udziału odpowiadającego jej obecnemu znaczeniu w świecie nauki. 
Mamy nadzieję, że ten numer przyczyni się do zmiany takiej sytuacji. Za cenną pomoc w realizacji 
naszego celu serdecznie dziękujemy Panu prof. dr. hab. Andrzejowi W . Lipkowskiemu z Zakładu 
Biotechnologii Instytutu Chemii Przemysłowej w Warszawie.
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Węzły i sploty DNA

D N A  K N O T S  A N D  L IN K S
S u m m a r y  —  A  review  o f D N A  knots and links (catenanes) is presented. K nots  
are interlaced cyclic structures w h ile  links are at least tw o  cyclic structures 
m u tu ally  interlaced, as chain links are, w h ich  no projection on  a p lane w ith ou t  
crossing points exists for. The exam ples o f D N A  knots and  links, that are 
prod u ced  b y  replication and  recom bination processes, h ave been g iv en  as 
w ell as the m eth od s o f their investigations h ave been  brough t. M o d e l research  
w ork s focu sed  on determ ining the probability o f top ological structures crea
tions, w ith  u sin g  m olecu lar m echanics m eth od s, have been  discu ssed . A n  
idea o f ideal knots and links, a llow in g  to find the correlations betw een  electro
phoretic m obility  and sedim en tation  coefficient o f real D N A  knots and  links 
and param eters o f ideal ones, w as discussed .
K e y  w o r d s : knots, links (catenanes), ideal knots.

O d  1830 roku, k ied y  to Berzelius w p ro w a d ził pojęcie  
izo m erii [1], p o zn a n o  b a rd zo  w ie le  jej ty p ó w  [2— 4]; 
jedną z najpóźniej od k rytych  była  izom eria  top olo gicz
na. N a  p oczątk u  lat 60. d ok on an o  pierw szych  syn tez te
go  rod zaju  izo m eró w , m ian ow icie  katenan ów  (sp lotów ),

czyli z w ią z k ó w  o d w ó ch  lu b  w iększej liczbie sk ład o 
w y c h , p o łą c zo n y c h  z e  sobą tak jak o g n iw a  łańcucha  
[5— 7]. G d y  zaś p o d  koniec lat 60. izom erię top ologiczną  
odkryto  w  zw iązk ach  naturalnych —  kw asach  nuklei
n ow ych  —  nastąpiła eksplozja  zainteresow an ia topolo
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g ic zn y m i strukturam i D N A . P ierw sze sy n tezy  ch em icz
nych w stęg  M ó b iu sa  op isan o na początk u , a w ę z łó w  —  
p o d  koniec lat 80. [8 ,9 ] .  W ięcej inform acji o chem icznych  
strukturach top ologiczn ych  m o żn a  znaleźć w  pracach  
p rze g lą d o w y c h  o d n o szących  się d o  k atenan ów  [10— 15] 
oraz w ę z łó w  [16— 20].

C elem  tej pracy jest o m ó w ien ie  badań  dotyczących  
naturalnie w ystęp u jących  w ę z łó w  i sp lo tó w  D N A . D la 
tego też p o m ija m  tu, zasłu gu jące na osob n y  przegląd , 
prace Seem ana i w sp . [21— 30], w  których D N A  stanow i 
jedynie substrat d o  syn tezy  „sz tu c zn y c h " struktur top o
logicznych . W y b ó r  o m aw ian ych  prac jest poch od n ą  m o 
ich zain teresow ań  m o d e lo w y m i strukturam i o nietry- 
w ialnej top ologii [31— 40] i z  tego w z g lę d u  m a charakter 
dość su biektyw ny.

zajm ującej się p o ło żen iem  okręgu  (w ę zły ) lu b  kilku ok 
rę g ó w  (sploty) w  S3 lu b  R3 (g d zie  S3 oraz R3 oznaczają  
o d p o w ied n io  p ow ierzch n ię  czterow ym iarow ej kuli oraz 
trójw ym iarow ą przestrzeń  kartezjańską).

M is ió w  i Liang za jm o w a li się strukturam i n a zy w a 
n ym i w ę zła m i w  chem ii, biochem ii i b iologii [47]. P rzy
jęli oni, że  „w ę z e ł jest w ielok ątem  lu b  gładką krzyw ą  
zam kniętą w  przestrzeni 3 -w y m ia ro w e j, która nie p rze
cina sam ej siebie w  ż a d n y m  punkcie, lecz która nie m o że  
być zan u rzon a w  p łaszczy źn ie  b ez  przecięć (zw an ych  
sk rzy żo w a n ia m i)". S ło w o  „z a m k n ię ta " jest konieczne, 
aby zd efin iow ać w ę ze ł z  pu n ktu  w id zen ia  top ologii, p o 
n iew aż g d y  za w ęźlo n a  k rzy w a  nie jest zam kn ięta , to 
w te d y  w  w y n ik u  ciągłych  d eform acji, m o żn a  ją roz- 
plątać.

POJĘCIA PODSTAW OW E

W  sensie p o toczn y m  w ę złem  n a zy w a m y  strukturę, 
która p o w sta je  d z ię k i p rze p le cen iu  w  r ó żn y  sp o só b  
d w ó ch  k o ń c ó w  (np. lin y  [41], nici [42], kraw ata [43, 44] 
itp.), gw arantując połączen ie ich w  trw ały w  danych  w a 
runkach u k ła d . N a to m ia st  w  sen sie m a tem a ty czn y m  
w ę złe m  n a zy w a  się k rzy w ą  zam kniętą  w  przestrzeni 
trójw ym iarow ej, która nie m a p u n k tó w  p od w ó jn y ch . Te
g o  typ u  k r z y w e  m ia ły  w  w ie lu  kulturach zn a czen ie  
sy m b o li m istyczn ych  i dekoracyjnych [4 5 ,4 6 ].

M u ra su g i, m atem atyk  zajm ujący się teorią w ę z łó w  
(por. [78]), określa w ę zły  jako w ielok ąty  przeplecione  
w  przestrzeni trójw ym iarow ej. Z  kolei polski m atem a
tyk P rzytycki (por.[50]) m ó w i o klasycznej teorii w ę z łó w

lewostronny prawostronny

Rys. 1. Diagramy struktury cyklicznej oraz prawostronnego 
i lewostronnego węzła trójlistnego (3i)
Fig. 1. Diagrams of cyclic, right-hand, and left-hand trefoil 
knot (3i) structures

Rys. 2. Diagramy regularne węzłów pierwszych o trzech— siedmiu skrzyżowaniach; oznaczenia symboli w tekście 
Fig. 2. Regular diagrams of prime knots exhibiting from three to seven crossings; symbols designations in the text
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Rys. 3. Diagramy regularne splotów (katenanów) pierwszych o dwu składowych i co najwyżej siedmiu skrzyżowaniach; ozna
czenia symboli w tekście
Fig. 3. Regular diagrams of two component prime links (catenanes) exhibiting not more than seven crossings; symbols designa
tions in the text

Rys. 4. Diagramy regularne splotów (katenanów) pierwszych o trzech składowych i co najwyżej siedmiu skrzyżowaniach oraz 
węzłów złożonych z sześcioma i siedmioma skrzyżowaniami; oznaczenia w tekście
Fig. 4. Regular diagrams of three component prime links exhibiting not more than seven crossings and complex knots with six 
or seven crossings; symbols designations in the text

W a lb a  [48] p orów n ał izom erię top ologiczn ą  struktu
ry cyklicznej oraz struktur typu  trójlistnego w ęzła  le w o -  
i p raw ostron n ego  (rys. 1 ), które w yk azu ją  identyczne  
połączen ia w ią za ń , jednak nie dają się n ałożyć na siebie  
w  k a żd y m  pu n kcie w  tem peraturze pokojow ej. Z atem , 
żad n a  „«k o n fo rm a cy jn a » zm ian a  lub jakakolw iek ciągła  
deform acja grafu  w ią za ń  n ig d y  nie p o zw o li na w za je m 

ne przekształcenie. Takie izom ery  n a z y w a m y  «to p o lo 
g iczn y m i stereo izom eram i»" [48].

S c h e m a ty c z n ie  w ę z ły  p r z e d sta w ia  się  w  p ostaci  
tzw . d ia g r a m ó w  reg u la rn y ch  [49], czy li takich r zu tó w  
stru k tu ry  tró jw ym ia row ej na p ła s z c z y z n ę , w  których  
w s z y s tk ie  w y stę p u ją c e  w  s tr u k tu r z e  s k r z y ż o w a n ia  
dające się  rozp lą ta ć  zo sta ły  ro zp lą ta n e , a w  z w ią z k u
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z  ty m  stru k tu ry  te w y k a zu ją  m in im a ln ą  liczb ę sk rzy 
ż o w a ń .

W  d a lsze j częśc i a rty k u łu  są s to so w a n e  sy m b o le  
o o g ó ln y m  w zo rze  N *  oznaczające bardziej z ło żo n e  typy  
w ę z łó w  lu b  sp lo tó w , g d z ie  N  —  liczb a sk r zy ż o w a ń  
w  diagram ie regu larn ym , к —  liczba sk ład ow ych  (p o m i
jana w  p rzy p a d k u  w ę złó w , g d y ż  к = 1 ), l —  liczba p o 
rzą d k o w a  w  tablicach w ę z łó w  i sp lotów . W  p rzy p a d k u  
w ę z łó w  i sp lo tó w  z ło żo n y ch  z  d w ó ch  lub w iększej licz
b y  struktur p ierw szych  stosuje się sy m b o l #  oznaczający  
su m ę.

D ia g ram y  regularne p rzy k ła d ow ych  struktur top olo 
g iczn ych  o co najw yżej sied m iu  sk rzyżow an iach  p rzed 
staw iają rys. 2— 4 w g  [49] i [50].

m o że  on rów n ież  w y stęp o w a ć w  postaci jedn on iciow ej, 
jak m a to m iejsce w  ciągu części cyklu  ż y c io w e g o  w irusa  
cpX174 infekującego bakterię Esherichia coli. Także w  p o d 

w y ższo n ej tem peraturze nici D N A  łatw o się rozplatają, 
a p o  sch łod zen iu  spontan iczn ie reasocjują.

P oczą tk i b a d a ń  to p o lo g ii  c y k lic z n e g o  D N A

N a  początku  lat 60. stw ierd zo n o  [51, 52], że  D N A  
c y k lic zn y  m o ż e  w y s tę p o w a ć  w  p o staci ro z lu źn io n ej  
cząsteczki cyklicznej (relaxed) (rys. 5a), odw iniętej (częś
ciow o) cząsteczki cyklicznej (rys. 5b) albo w  postaci su - 
perhelikalnej {supercoiled, superhelical) (rys. 5c). W  roz
luźnionej cząsteczce cyklicznej liczba sk rzy żo w a ń  nici

WĘZŁY I SPLOTY D N A

*)In fo rm a c je  w stę p n e

W  1953 rok u  W a tso n  i C rick ro zw ią za li strukturę  
przestrzenną D N A  na p o d staw ie jego dyfrak togram ów  
u zy sk a n y ch  p rzez  Franklin i W ilk in sa. W e d łu g  m o d elu  
W atson a i Cricka n ajw ażniejsze cechy struktury D N A  to:

—  skręcanie d w u  h elikalnych nici p o lin u k leotyd o- 
w y ch  w o k ó ł w sp óln ej osi, co p ro w a d zi d o  pow stania  
tzw . d u p lek su ;

—  obecność zasad  p u ryn o w y ch  (adeniny i guan in y) 
oraz p iry m id y n o w y c h  (c y to zy n y  i tym in y) w ew n ątrz  
p o d w ó jn e j h e lisy  o p ła sz c z y zn a c h  pierścieni p ro sto 
p a d łych  d o  osi helisy, a gru p  fosforan ow ych  i d ezo k sy - 
ryb ozy  na zew n ątrz  helisy  o p łaszczyzn ach  pierścieni 
cu krow ych  rów n oleg łych  d o  osi helisy;

—  średnica helisy  w y n o si 20 ,0  A, od ległość m ięd zy  
zasa d am i m ierzon a w z d łu ż  osi helisy  —  3 ,4  A, na całko
w ity  skręt (obrót) h elisy  p rzy p a d a  1 0  n u k leotyd ów , czyli 
34  A, a zasa d y  są skręcone w z g lę d e m  siebie p o d  kątem  
3 6 °;

—  d w ie  skręcone helisy  D N A  łączą się ze  sobą za  
p o m o cą  d w ó ch  w ią za ń  w o d o ro w y c h  (C = O ...H -N  oraz  
N -H .. .N )  p o m ię d z y  adeniną i tym iną oraz trzech —  p o 
m ię d z y  cytozyn ą  i guaniną;

—  kolejność w y stęp o w a n ia  zasad  w  łańcuchu nie jest 
ogran iczon a, a sekw encja ich w y stęp o w a n ia  niesie infor
m ację gen etyczn ą.

W a tson  i Crick p o stu lo w a li, że po  rozdzielen iu  każda  
z  nici stan ow i m atrycę służącą do  pow ielenia  w  replika
cji.

D łu g o ść  nici D N A  różn ych  o rg a n izm ó w  w y n o si od
5,1 tysiąca par zasad  w  p rzy p a d k u  w irusa S V 40 , p o 
przez 4  m ilio n y  par zasad  w  nici D N A  bakterii Esherichia 
coli, d o  ok. 2 ,9  m iliarda par zasad  u  człow ieka. D N A  
m o że  być b ą d ź  lin iow y  jak u faga T 7 lub w  jądrach ko
m ó r k o w y c h  ssa k ów , b ą d ź  też cy k liczn y  (kolisty) jak  
D N A  fa g a  X w  z a in fek o w a n e j k o m ó rce  g o sp o d a rza ;

■’ Por. [53].

Rys. 5. Schematyczne przedstawienie rozluźnionej (A), częś
ciowo odwiniętej (B) i superhelikalnej (C) postaci cyklicznej 
DNA
Fig. 5. Schematic presentation of relaxed (A), partially un
reeled (B), and superhelical (C) forms of cyclic DNA

d u p le k su  jest w ię k sz a  n iż  w  o d w in ię te j czą ste czce , 
w  której jedna z nici zostaje przecięta, częściow o o d w i
nięta i połączon a  p o n o w n ie ; w  strukturze superhelikal
nej cykliczny du p lek s D N A  d o d a tk o w o  zw ija  się [53]. 
C yk liczn y  D N A  w ystęp u je  p o w szech n ie , np. w  chloro
plastach roślin jako ch ro m o som aln y  D N A  oraz w  w ielu
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w irusach i bakteriach. C harakteryzuje się on  tym , że  nici 
n u k le o ty d ó w  nie m o g ą  się rozplątać bez przecięcia jed 

nej z  nich.
W a n g  i Schw artz [54] jako pierw si (w  czerw cu  1967 r.) 

donieśli o katenanach z ło żo n y ch  z  d w ó ch  sk ład ow ych  
(f2 /-katen anach , p ierw szy  d iagram  struktury 2 f  na rys.
3) p ow sta łych  w  w y n ik u  cyklizacji in vitro p ojedyn czych  
nici D N A  faga 186 z  D N A  faga X. Z a su g ero w a li także, że  
katenany D N A  m o g ą  p o w sta w a ć in vivo w  toku replika
cji cyk liczn ego  D N A . W  paźd ziern ik u  teg oż roku H u d 

son i V in ograd  [55] oraz C layton  i V in ograd  [56] opisali 
sp loty  liczące o d  d w u  d o  sied m iu  cyklicznych d u p lek 
s ó w  w  m ito c h o n d r ia ln y m  D N A  k o m ó re k  lu d zk ic h . 
P rzedstaw ili oni fotografie sp lo tó w  w y k o n a n e  m etodą  
m ikrografii elektronow ej, potw ierdzającą istnienie nie- 
tryw ialnej top olo gii struktur D N A . W  jed n ym  z  o m a 
w ian ych  p r zy p a d k ó w  [56], cykliczna postać stanow iła  
2 6 %  D N A  izo lo w a n eg o  z leu kocytów , [2j-katen an y —  
ok. 3 % , a [3]- i w y ż sz e  katenany —  ok. 2 % . M itoch o n - 
drialny D N A  w ystęp u je  w  postaci cyklicznych d u p lek 
só w  u w ięk szości eukariota i zazw y czaj m a d łu go ść ok. 
5 |im, a jego  ciężar cząsteczk ow y w y n o si ok. 106 d a l- 
ton ó w  [55]. D o  p o ło w y  lat 70. katenany D N A  w y k ryto  
u w ięk szości o rg a n izm ó w  —  o d  w iru só w  p o p rzez  bak
terie zaw ierające p la zm id y , koliste ch ro m o so m y  sala 
m an der, d o  m itoch on d rió w  ssa k ó w  i lu dzkich  leu k ocy
tów  [57].

K lasyfikacja i określenie top ologii cykliczn ego D N A  
jest w a ż n e , g d y ż  różn e  procesy k o m ó rk ow e generują  
o d m ien n e struktury top ologiczn e [58]. K aten an y d w óch  
cykliczn ych  d u p le k só w  p ow sta łe  w  w y n ik u  replikacji 
p o w in n y  b y ć praw ostron ne i rów n oleg łe . Te tw orzon e  
dzięki e n zy m o m  rekom binacji, takim  jak fagow a inte- 
graza  (Int), są p ra w o stro n n e i a n ty ró w n o leg łe , n ato
m ia st  s p lo ty  p o w sta ją c e  w  p ro cesie  k a ta liz o w a n y m  
przez top oizo m era zę  I m o g ą  b y ć z  ró w n y m  p ra w d o p o 
d o b ień stw em  p ra w o - i lew ostronne.

C y k lic z n y  d u p le k s

K a żd y  cyk liczn y  d u p lek s D N A  jest sam  w  sobie nie- 
tryw ialną strukturą top ologiczn ą  —  sp lotem  d w u  tw o 
rzących g o  nici [57, 58]. Przekształcenia izo m eró w  top o
logiczn ych  D N A  następują w  procesie replikacji i rekom 
binacji i są katalizow an e p rzez top oizo m era zy  typu  1  

(np. top oizo m era zę  I) lu b  typ u  2  przecinające o d p o w ie d 
nio jedn ą albo d w ie  nici cy k liczn eg o  d u p lek su  D N A
[59]. W  w y n ik u  takich trzy etap ow ych  procesów  (przeci
nanie nici, p rzen oszen ie  segm en tu  D N A  przez przerw ę  
w  n ic i o r a z  p o n o w n e  łą c z e n ie )  z m ie n ia  się  lic zb a  
sk rzy żo w a ń  D N A .

C y k lic z n e  stru k tu ry  D N A  określa  się  za p o m o c ą  
trzech liczb [53], które p o  raz p ierw szy  w p ro w a d ził Ful
ler [60, 61]. R o zw a ża ł on strukturę D N A  jako zoriento
w aną w stęg ę  h om eo m o rficzn ą  z S ' x  [-1 ,1], której brzegi 
charakteryzują się liczbą przepleceń  Lk (linking) (rów ną  
dw u krotnej liczbie sk rzy żo w a ń  d w ó ch  nici du p lek su ),

liczbą skręceń Tw (twisting) (liczbą o b ro tó w  b rzeg ó w  
w stęgi w o k ó ł osi h elisy) i liczbą z w o jó w  W r (wir thing) 
(liczbą sk rzy żo w a ń  osi h elisy  ze  sobą). Lk jest n iezm ien 
nikiem  to p o lo g iczn y m  \ a Tw i Wr są n iezm ien n ikam i 
geom etrii różn iczkow ej \

Taki m o d el D N A  p o zw o lił na w y zn a czen ie  następu
jącej zależności Lk =  Tw + Wr [53, 61], która została  w y 
p ro w a d zo n a  także p rze z  W h ite 'a  [62]. W  p rzy p a d k u  
d u p lek su  n iecyk liczn ego Tw m o ż e  b y ć liczb ą r ze c zy 
w istą, a w  p rzy p a d k u  d u p lek su  cyk liczn ego  m u si być  
całkow ita (podobn ie  jak Lk i Wr) oraz z g o d n ie  z k on 
w encją —  tak jak Lk —  jest d odatn ia  w  odniesieniu  do  
praw oskrętnej w stęgi. Liczba przepleceń  jako n iezm ien 
nik top ologiczn y  u lega  zm ian ie  tylko  p o  przecięciu  jed 
nej z  nici D N A , zatem  w szy stk ie  ciągłe deform acje k on 
form acji d u p lek su  w yw ierają  w p ły w  na liczby skręceń  
i zw ojów . Jeśli helisa leży  w  p łaszczy źn ie , na kole, lub  na 
jakiejś achiralnej pow ierzch n i, to Lk - Tw =  0 , lecz g d y  
ulega w ykręceniu  i staje się chiralną (tak jak np. w  u k ła 
d zie su perh elikaln ym ), w ted y  Lk-Tw Ф 0. C o  w ięcej, g d y  
D N A  jest naw inięty  na białko e n zy m u  m o żn a  w p ro w a 
dzić w y w o d z ą c e  się z  geom etrii różn iczk ow ej i topologii 
d o d atk o w e n iezm ien n iki, które dokładn iej opisują taką 
sytuację [63].

Jeśli nacięty cykliczn y d u p lek s D N A  (nicked circular 
DNA duplex —  cykliczn y d u p lek s z  przeciętą jedną nicią 
D N A )  potraktuje się ligazą (e n zy m  łączący końce nacię
tej nici D N A )  pow staje n ieh o m o gen iczn y  roztw ór, z  któ
rego m o żn a  w y d zie lić  m eto d ą  elektroforezy w iele izo 
m eryczn ych  struktur [64, 65]. G d y  z a ło ży  się, że nacięty  
cyk liczn y  d u p lek s m a  naturalną liczbę opleceń Lko = 
N /1 0 ,5  (N  jest tu liczbą par zasad  w  d u p lek sie , a 10,5  
o d p o w ia d a  typow ej liczbie par na jeden  całkow ity skręt 
h elisy), to stężenie izo m eró w  o liczbie opleceń  Lk = Lko', 
Lko -  1; Lko ±  2 ; Lko -  3 ... d u p lek su  p o w sta łeg o  po  dzia ła 
niu lig a zy  w yn ika z  rozk ład u  B oltzm ann a (za leżn ego  od  
d łu gości D N A  i tem peratury) [64— 67].

L iczb ę  s k r z y ż o w a ń  c y k lic zn e g o  d u p le k su  m o ż n a  
kontrolow ać. W ia d o m o , że  b rom ek ety d y n y  interkaluje 
p o m ię d zy  nici D N A , p o w o d u ją c  od w in ięcie  nici d u p lek 
su (naciętego za p om ocą  D N A a z y )  p o d  kątem  ok. 26°. 
Z a te m  na k a żd e  14 par za sa d  cy k lic zn eg o  d u p lek su  
z w ią z a n y c h  b r o m k ie m  e ty d y n y  lic zb a  s k r z y ż o w a ń  
zm n iejsza  się o jeden. Po łączącym  działan iu  lig a zy  bro
m ek  ety d yn y  zostaje usunięty. W  ten sp o só b  grupa C o z -  
zarelliego [6 8 ] otrzym ała  25  izo m eró w  cyk liczn ego  d u p 
leksu z ło żo n e g o  z  1683 par zasad  o zn a czon eg o  sy m b o 
lem  р А О З . Izom ery  m iały  1 6 0± 0 ; ± 1 ; ± 2 ; ± 3 ;. .. . ;± 1 2  peł-

’ N iezm iennik  — cecha nieulegająca zm ianie w przekształceniach 
(np. długość odcinków lub pole figur w izometriach); niezm iennik 
topologiczny nie zm ienia się w homeomorfizmach — wzajemnie jed
noznacznych przekształceniach ciągłych, w przypadku których ist
nieją ciągle przekształcenia odwrotne.
1 N iezm iennik geometrii różniczkowej nie zm ienia się w dyfcomor- 

fizmach — wzajemnie jednoznacznych przekształceniach klasy C" 
(mających ciągle n-te pochodne), które mają wzajemnie jednoznaczne 
przekształcenie odwrotne klasy C".
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n ych  skręceń  (3 2 0 ± 0 ; ± 2 ;  ± 4 ;  ± 6 ;... ;± 2 4  sk rzy żo w a ń )  
i w szy stk ie  zosta ły  rozd zielon e. W  tej sam ej pracy p o d a 
no rów n ież  m o d e l działania top oizom erazy  I w  kierun
ku tw orzen ia  k a ten a n ów  d w ó ch  cykliczn ych  d u p lek 
sów , a także relaksaq'i u jem nie skręcon ego u kładu  su - 
perhelisy. P on adto  p o rów n a n o  d w a  m o d ele  rekom bin a
cji (za p ro p o n ow an e w  [6 8 ] i [69]) prow adzącej d o  kate- 
nanu D N A .

W ę z ły  i s p lo ty  c y k lic zn y c h  d u p le k s ó w

Synteza w ę z łó w  i sp lo tó w  d u p le k só w  D N A  in v itro  
jest m o ż liw a  m .in . dzięki integrującej rekom binacji (in 
tegra tive  recom b in a tion ) su perh elikaln ego D N A  w  m iejscu  
przyłączenia  fa g ó w  X [69— 74]. M izu u ch i i w spółpr. [70] 
otrzym ali w  ten sp o só b  2 \ i 4^ katenany D N A  z  p la zm i
du  pBP86  oraz w ę zły  3] i 5] D N A  z p la zm id u  pBP90, 
a następnie za p o m o cą  g y ra zy  D N A  z  E scherichia coli roz
pletli oba ty p y  top olo giczn y ch  struktur D N A . G yraza  
jest e n zy m e m , który b ez  obecności A T P  (a d en o zy n o  trój- 
fosforan) zm ien ia  u jem n y skręt su perh elisy  na dodatni, 
zm ien ia  liczbę L k  o d w a  [71], u m o żliw ia  też przecięcie  
cyk liczn ego  d u p lek su  D N A  i przejście przez w y tw o rzo 
ną ch w ilo w ą  p rzerw ę p od w ójn ej nici d ru giego  cyklicz
n ego d u p lek su  D N A , pozw alając w  ten sp o sób  na tw o 
rzen ie  k a ten a n ó w  z  ro z łączo n ych  cząsteczek cyk licz

nych albo na proces o d w ro tn y  [71]. K reuzer i C ozzarelli 
[71] badając działan ie g yra zy  stw ierdzili pow staw an ie
[ 2 ] - ,  [ 3 1 -  i [ 4 ] -  katenan ów  D N A . M ech a n izm  działania  
g y r a z y  w  p ro cesie  z a r ó w n o  skręcania (su p ertw is tin g ) 
i rozlu źn ian ia (rela xa tion ) superhelisy, jak i katenacji oraz  
dekatenacji m o ż e  być taki sam  [71, 75]. G yraza  najpierw  
w ią że  seg m en ty  D N A  tak, aby  przecinały  się, stabilizu
jąc d od atn i skręt su perh elisy  (inne skręty cyklicznej su 
perhelisy są u jem n e), a następnie p o w o d u je  przecięcie  
obu  nici jed n eg o  z  seg m en tó w  i p rzep row ad za  drugi 
d u p le k s  p r ze z  tę p rze rw ę , zm ien ia ją c  d o d a tn i skręt 
w  u jem n y [75].

O  ile d ziałan ie g y ra zy  p ro w a d zi d o  pow stania  w ielu  
różn ych  k a ten a n ów  cykliczn ych  d u p le k só w  D N A , to 
d ziałan ie rekom bin azy, zw anej rezolw azą  T n 3 , w  9 9 %  
p o w o d u je  p ow stan ie  najprostszego katenanu 2 f , a tylko  
w  1 %  k a ten an ów  o w iększej liczbie sk rzy żo w a ń  [74]. 
R ezolw aza  T n 3  rozpozn aje d o k ład n ie  sekw encję nuk- 
le o z y d ó w  p ow tarzającą  się rów n o leg le  na d w ó ch  ni
ciach d u p lek su  —  m iejsce rekom binacji res [74].

R ezo lw aza  T n 3 , tak jak top oizom eraza  I, za jed n ym  
razem  przecina tylko jedną nić d u p lek su  D N A . T op oizo 
m eraza I z  ró w n y m  p ra w d o p o d o b ień stw em  katalizuje  
jednak p o w sta n ie  p ra w o - i lew ostron n ych  w ę z łó w  trój- 
listnych 3 i, natom iast rezolw aza  T n 3 , która w ią że  się 
w  sp ec y fic zn y m  m iejscu d u p lek su  (jest m iejscow o sp e 
cyficzn a, s ite  sp ec ific), generuje pow stan ie  tylko jed n ego  
stereoizom eru  [7 6 ,7 7 ]. W  ram ach 1 %  p ow sta łych  innych  
p ro d u k tó w  [74], rezolw aza  T n 3  katalizuje tw orzen ie się 
p raw ostron n ego  sp lotu  typ u  5f  (splotu  ó sem k o w eg o )  
[76].

O  ile w  p rzy p a d k u  cząsteczek d o w ó d  ich n ietryw ial- 
nej top ologii jest trudny, to w  odniesieniu  d o  cząsteczek  
cykliczn ego D N A  u d o w o d n ien ie  ich nietryw ialnej top o
logii nie stw arza  ża d n y ch  trudności. D zięk i pokryciu  
D N A  b ia łk iem  R ecA  z  E scherichia  co li zw ię k sza jącym  
g ru b o ść nici d u p le k su  d o  ok. 100  A , to p o lo g ię  D N A  
m o żn a  p rześled zić na m ikrografiach  o du żej rozd ziel
czości [76, 77].

Kolejne rekom binacje p o w sta ły ch  w ę z łó w  lu b  sp lo 
tów  katalizow ane rezolw azą  T n 3  p ro w a d zą  w  sp osób  
b ard zo  se lek tyw n y d o  w ę z łó w  lu b  sp lo tó w  o w iększej 
liczbie sk rzy żow ań  [78]. N a  p rzy k ła d , sp o śród  sześciu  
m o żliw y ch  stereoizom erów  trzech w ę z łó w  pierw szych  
i trzech stereoizom erów  w ę z łó w  z ło żo n y ch  (jedn ego ste

reoizom eru  w ę zła  p łask iego: 3] #  -3\, i d w ó ch  ty p ó w  
w ęzła  babskiego : 3 j #  3] i -3 i #  -3 i)  pow staje  tylko jeden  
stereoizom er 62 [78] (rys. 6 ). W  istocie m o żn a  b y ło  z id e n 
tyfik ow ać jeszcze inn y p ro d u k t o  sześciu  sk rzy żo w a 
niach: sp lot z ło ż o n y  z  n iezaw ęźlon ej struktury cyklicz
nej i w ęzła  4\ (zw a n eg o  w ę złe m  ó se m k o w y m ) [78].

f 0,1 p m  | (+ )

Rys. 6. M ikrografia  elek tron ow a i  sch em at w y d z ie lo n eg o  elek- 
tro foretyczn ie  w ęzła  D N A  o  sześciu  przecięcia ch , p ow sta łego  
w  w yn ik u  działania r ezo lw a zy  T n3 [7 8 ]. R eprodukcja  za z g o 

dą A m erica n  A ssocia tion  fo r  the A d v a n cem en t o f  S cien ce  
F ig . 6. E lectron  m icrograph  and a sch em e o f  electroph oretica l- 
ly  isolated D N A  kn ot, w ith  s ix  crossin gs, fo rm ed  b y  resolvase  
T n3 action  [7 8 ]. R ep rod u ced  w ith  perm ission  o f  A m erica n  
A ssocia tion  fo r  the A d v a n cem en t o f  S cien ce

W  w y n ik u  o d d zia ły w a n ia  to p oizo m era zy  I na nacię
ty  d u p le x  D N A  p o w s ta je  w ię k s z o ś ć  z  m o ż liw y c h
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Rys. 7. Mikrografie elektronowe i schematy wydzielonych elek
tro for etycznie węzłów DNA powstałych w wyniku działania 
topoizomerazy [79]. Reprodukcja za zgodą The American So
ciety for Biochemistry and Molecular Biology 
Fig. 7. Electron micrographs and schemes of electrophoretical- 
ly isolated DNA knots formed by topoisomerase action [79]. 
Reproduced with permission of The American Society for Bio
chemistry and Molecular Biology

w ę z łó w  o danej liczbie sk rzy żo w a ń  [79]. D ea n  i w spółpr. 
[78] zao b serw o w a li tu następujące w ę z ły : 3 j , 4 ], 5|, 6 i, 
62, p laski 6C =  3 ] # -3 i ,  7г, 75, 7g, 7j, 9 C =  5 i# 4 i  i 9 i. Ś w ia d 
czy  to o tym , że  e n zy m  ten d ziała  n iespecyficznie [79], 
niezależnie od  orientacji pary  nici D N A , p o zw ala  b o 
w iem  na ich przejście p rzez ch w ilo w o  u tw o rzo n ą  przer
w ę  jednej nici inn ego seg m en tu  d u p lek su  D N A . Istotne  
jest to, że  nacięcie d u p lek su  p o w o d u je  efektyw n e p rzy 
łączenie top oizo m era zy  I na nienaciętej nici w  m iejscu  
p r z e c iw n ie  u s y tu o w a n y m  w  s to s u n k u  d o  n acięcia . 
W  rezultacie działania to p oizo m era zy  I, znak  sk rzy żo 
w an ia zostaje zm ien io n y  na p rzeciw n y  [80], przy  czy m  
d o tyczy  to zaró w n o  u jem n ego, jak i d o d atn ie go  sk rzy żo 
w an ia superhelisy  [79].

D zięk i tem u , że  top oizom eraza  I p o w o d u je  p o w sta 
nie tak w ielu  różn ych  ty p ó w  w ę z łó w  (o d  trzech do  d zie 
w ięciu  sk rzy żo w a ń , rys. 7) d o strzeżon o  w zajem n ą za 
leżn ość ruchliw ości elektroforetycznej i liczby sk rzy żo 
w a ń  top ologiczn ych  struktur D N A  [79]. O k a za ło  się, że  
w ięk szość w ę z łó w  w  k a żd y m  p a śm ie  elektroforetycz- 
n y m  m a taką sam ą liczbę sk rzy żo w a ń , a liczba sk rzy żo 
w a ń  D N A  sąsiednich  p asm  różn i się o jeden. C o  w ięcej,

Rys. 8 . Mikrografie elektronowe wydzielonych elektroforetycz- 
nie węzłów DNA (torusowych i skręconych) powstałych 
w wyniku działania rekombinazy Gin I [81 /. Reprodukcja za 
zgodą Academic Press Ltd.
Fig. 8 . Electron micrographs of electrophoretically isolated (torus 
and twisted) DNA knots formed by recombinase GIN I action 
[81]. Reproduced with permission of Academic Press Ltd.

( + 5 ) torus
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w y so k o ro zd z ie lc ze  żele pozw alają  na rozdzielen ie w ę z 
łó w  toru sow ych  Kpij5 od  n ietoru sow ych  w ę z łó w  skręco
nych (twist knots) [81] (rys. 8 ).

D o b ry m  p rzy k ła d em  elektroforetycznej analizy struk
tur top ologiczn ych  D N A  jest rozdział w ę z łó w  i sp lotów  
p o w sta ją c y c h  p o  d z ia ła n iu  in teg ra zy  w  integrującej 
rekom binacji rozpoznającej m iejsce działania —  rekom 
binacja specyficzna m iejscow o (site specific recombination)
[82]. W  procesie tym  pow stają praw ostronne w ę zły  to- 
ru sow e (3i, 5 i , 7 ],..., 23 i) i praw ostronne sp loty  torusow e  
( 4 2 , 6 2 , 8 2, 102, ..., 202 ), które elektroforetycznie m i
grują proporcjonalnie d o  liczby sk rzy żow ań  [82]. W ę z ły  
D N A  (3], 4 1 , 5г, 6 i, 62) pow stałe  in vivo z  częściow o repli
k o w a n y ch  p la z m id ó w  są także izo low an e elektrofore
tycznie, a analiza ich top ologii na pod staw ie m ikrografii 
p o zw ala  na głęboki w g lą d  w  m ech an izm y działania en
z y m ó w  p rocesów  k om órk ow ych  [83].

P ra w d o p o d o b n ie  najbardziej u derzającym  p rzyk ła 
d em  katenacji jest D N A  kinetoplastów  m itoch on d riów  
p ew n ych  jed n o k o m ó rk o w y ch  w ic io w có w  —  p a so ży tó w  
z  rzęd u  Kinetoplastida obejm u jącego gatunki: Carithidia, 
Leishmania, Tryptanosoma i Endotrypanum, które p o w o d u 
ją le iszm a n io zę , afrykańską śpiączkę i chorobę C hagas
[84]. K in eto p la st jest siecią tysięcy  sp lecio n y ch  cykli 
D N A  [85— 92]. W  splocie D N A  kinetoplastów  w ystępu ją  
cykliczne D N A  o d w ó ch  zakresach w y m ia ró w , n a zy w a 
ne m a k sicy k lam i i m in icyk lam i (maxicircles oraz minicir- 
cles). M a k sic y k li jest k ilk a d ziesią t i są z ło ż o n e  z  ok. 
2 0  000  par za sa d , a m in icykle są liczone w  tysiącach  
i z ło żo n e  z  ok. 1000 par zasad  [85, 86 , 91]. M aksicykle  
D N A  św id ro w c ó w  Trypanosoma equiperdum tw orzą sam e  
ze  sobą sp lot (d o  45 sk ład ow ych ) kształtu  rozety, a cała 
sieć m a n iezw y k łą  top ologiczną z ło żon o ść , którą tw orzy  
sp lot w ielu  w za jem n ie  różn ych  katenan ów  [8 8 ].

W  p r z y p a d k u  k in e to p la stó w  św id ro w c a  Carithida 
fasciculata, sk ładających się z  ok. 25 m aksicykli zaw iera
jących 37  000 par zasad  i ok. 5000  m in icykli z ło żon y ch  
z 2500  par zasa d  m ających w  9 0 %  tę sam ą sekw encję, 
stw o rzo n o  m o d e l struktury oparty na teorii g ra fó w  [8 8 ]. 
Splot D N A  kinetoplastu  jest tak zw arty, że  zdjęcia w y k o 
nane m eto d ą  m ik rosk op ii elektronow ej nie pozw alają  na 
ro zp o zn a n ie  typ u  sk rzy żo w a ń  p o szczeg ó ln y ch  o gn iw  
[8 9 ]. W ia d o m o  je d n a k , że  m in ic y k le  nie w y stę p u ją  
w  postaci superhelikalnej i k ażd e d w a  są p ow iązan e ze  
sobą najprostszym  sp lotem  H op fa  2 2 [90].

Splot całej d w u w y m ia ro w e j struktury m inicykli p o d 
d an o  częśc io w em u  en zy m a ty czn e m u  traw ieniu. W  w y 
niku tego o trzy m a n o  różn e rodzaje [N <5]-katen anów , 
których top olo gię  m o żn a  b y ło  zinterpretow ać m etodą  
m ikrosk opii elektronow ej. N astępn ie  strukturę różnych  
o lig o m e r ó w  m in ic y k li a n a liz o w a n o  m e to d a m i teorii 
grafów . U sta lo n o , że w  d w u w y m ia ro w ej sieci m inicykli 
je d e n  m in ic y k l n ie r e p lik u ją c e g o  Carithida fasciculata 
splata się średn io  z  trzem a in n ym i m in icyklam i tak, że

* W ęzły torusowe są homcomorficznc z węzłami opisanym i za po
moc;) parametrów x = c ■ cos(p ■ (p); у  = c ■ sin(p ■ (p); z = c ■ sin(q • (p).

k a żd y  m in icykl m o ż e  być u m ie szc zo n y  w  w ierzch ołk u  
sześciokąta [89]. O statecznie o trzy m a n o  m o d e l splecio
nych m in icykli D N A  w  postaci zw artej „k o lc z u g i", który  
w yjaśnia d laczego  5000  sp lecionych  m in icykli nie naprę
ża p o szczeg ó ln y ch  sk ład ow ych  i ła tw o  rozpościera się 
na p łaszczy źn ie  [89]. W  toku replikacji m in icyk le  są naj
pierw  od łączan e z  centralnej części „ k o lc z u g i", potem  
replikow an e w  jed n ym  z k o ń c ó w  kinetoplastu , a następ
nie u tw orzon e p o tom n e m in icykle są w łączan e na brze
g u  „k o lc z u g i" [92]. W  ten sp o sób  z  sieci 5000  m inicykli 
pow staje struktura 1 0  000  m in icykli, w  której p ra w d o p o 
d obn ie  k a żd y  m in icykl łączy  się z  sześciom a in n ym i m i
nicyklam i i która jest następnie rozd zielan a  na d w a  p o 
tom n e kinetoplasty [92].

A n aliza  zm ia n  top ologii cyk liczn ego  D N A  w  postaci 
w ę z łó w  i sp lo tó w  jest b a rd zo  w ażn a  nie tylko z punktu  
w id z e n ia  id en tyfik acji ró ż n o ro d n y c h  stru k tu r D N A ,  
lecz także rozp ozn aw an ia  m e c h a n izm ó w  działania en
z y m ó w . D o  tego celu w y k o rzy stu je  się m e to d y  w y w o 
dzące się w p rost z  top ologii, np . m o d e l działania rezol- 
w a z y  T n 3  p rzed staw io n o  jako d o d a w a n ie  (2 ,2 )-za p lo - 
tó w  [lu b (2 ,2 ) -s u p łó w  [50], an g . (2 ,2 )-fangle]: zap lotu  
substratu, zap lotu  p o w o d o w a n e g o  p rzy łą czen iem  en zy 
m u  przed reakcją i jed n ego  lub kilku  z a p lo tó w  u tw o rzo 
nych w  w y n ik u  jedn okrotn ego lu b  w ielok rotn ego  d zia 
łania e n zy m u  (rys. 9) [93— 95].

®  ®  ©  ©
1 -i 0 00

F - zaplot wolnego DNA
В - zaplot połączenia z rekombinazą przed procesem 
P - zaplot zmieniany w rekombinacji 
R - zaplot po procesie rekombinacji

Rys. 9. Przykład analizy enzymatycznej transformacji węzła 
DNA metodą zaplotów (ang. tangles)
Fig. 9. An example of tangles method analysis of DNA knot 
transformed enzymatically

D o d aw an ie  (2 ,2 )-za p lo tó w  b y ło  też p od staw ą analizy  
działania integrazy In t faga X oraz d w ó ch  innych en zy 
m ó w  z  rod zin y  integraz: rek om b in azy  C re faga PI oraz  
rekom bin azy  F lp  d ro żd ży  [96]. N a  p o d staw ie  top ologii 
d o św ia d c za ln ie  izo lo w a n y c h  w ę z łó w  i sp lo tó w  oraz  
analizy w ielu  potencjalnie m o ż liw y c h  (2 ,2 )-za p lo tó w  u s
talono, że  integrazy działają stereospecyficznie, a dzia ła 
nie n aw et na nacięty substrat p ro w a d zi d o  pow stania
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tylko jed n eg o  enancjom eru [96]. W y jaśn io n o  także d la 
czego  chiralna reakcja m o ż e  p ro w a d zić  d o  zm ian y  licz
b y  p rzep leceń  ALk o ± 2  [96].

R ó w n ież  m niej rygorystyczn a  analiza zm ian  top olo 
gii cyk liczn ego  D N A  p o d  w p ły w e m  e n zy m u  p ozw ala  
na w y cią ga n ie  istotnych w n io sk ó w  o m ech an izm ach  re
akcji e n zy m aty czn y ch . P okazan o, że  integraza Int faga X 
w  reakcji rekom binacji Xer, m o ż e  katalizow ać m ię d z y -  
cząsteczkow ą rekom binację jedyn ie  w tedy, g d y  sek w en 
cje m iejsc rekom binacji u ło żo n e  a n tyrów n olegle  (a nie 
r ó w n o le g le  jak  w  p r z y p a d k u  T 3 n ) z n a jd u ją  się  na 
d w ó ch  sk ład ow ych  sp lotu  toru so w eg o  [97]. W  rekom bi
nacji Xer z  [2 /-sp lo tó w  o n =  4 , 6 , 8 i 10 skrzyżow an iach  
pow stają  sp loty  o n + 1 sk rzyżow an iach  [97].

P r a w d o p o d o b ie ń s tw o  p o w sta n ia  struktur to p o lo g ic z 
n ych  D N A

W ra z  ze  w zrostem  liczby rozp o zn a n y ch  n ietryw ial- 
nych top olo giczn y ch  struktur D N A  pojaw iło  się pytanie
0  p r a w d o p o d o b ie ń s tw o  tw o r z e n ia  tak ich  stru k tu r. 
W  1992 r. V olo g od sk ii i w sp ólp r. [98] w y k a za li, że  m e to 
dą sym u lacji M o n te  C arlo  u zysk u je  się w iarygod n ą  p o s
tać cyk liczn ego  D N A  w  u k ład zie  superhelisy  (por. też 
prace p rze g lą d o w e  [99, 100]). U stalili oni, że  w  w aru n 
kach m ałej gęstości su perh elisy  a  (a  = A Lk/Lky —  miara  
zw in ię cia  su p e r h e lisy  n ieza le żn a  o d  d łu g o śc i D N A ,  
g d zie  Lko i Lko - ALk są liczb am i przepleceń  w y jściow eg o
1 częściow o o d w in ięteg o  cykliczn ego D N A )  w k ład  czy n 
nika en trop o w eg o  d o  w oln ej energii G ibbsa postaci su - 
perhelikalnej jest zan ied b yw aln ie  m a ły  w  porów n an iu  
z u d zia łem  czynn ika en ta lp o w eg o , p od czas g d y  w  w a 
runkach du żej w artości a  czynn iki en trop ow y i entalpo- 
w y  są p o ró w n y w a ln e . P rzech odzen ie su perh elisy  D N A  
w  układ  w ęzła  trójlistnego 3] ob serw o w a n o  w  sy m u la 
cjach p o w sta w a n ia  su perh elisy  m etod ą  dyn am ik i m o le 
kularnej [1 0 1 ].

W  1993 r. p ra w d o p o d o b ień stw o  p ow staw an ia  w ę z 
łó w  D N A  w y zn a czy li R ybenkov, C ozzarelli i V o lo g o d 
sk ii [1 0 2 ] m e to d ą  M e tr o p o lis  M o n te  C a r lo  (M M C )  
i p o rów n a li je ze  stężen iam i w ę z łó w  zło żo n y ch  z  ok. 
10 000 par zasad  pow stających  w  cyklizacji D N A  faga  
P4. O k a za ło  się, że  k o ń cow e stężenie w ę z łó w  rosło ze  
stężeniem  jo n ó w  N a + i nie zależało  ani od  stężenia jo
n ó w  Li+, K + lu b  C s +, ani o d  tem peratu ry w  zakresie
4— 5 0 °C . P od ob n e w y n ik i częstości p ow staw an ia  w ę z 
łó w  p o d czas cyklizacji lin iow ego  d u p lek su  D N A  z ło ż o 
n ego z  ok. 5 6 0 0  i 8600  par zasa d , w  obecn ości N a C l  
i M g C l2, u zy sk a li S h aw  i W a n g  [103].

D N A  w  roztw o rze  jest otoczon e jed n oim ien n ym i jo
nam i, które odpych ając się w zajem n ie zw iększają  efek
tyw n ą średnicę D N A ; od p ych an ie  to jest ekranow ane. 
Z e  w zrostem  m o c y  jon ow ej roztw oru  m aleje efektyw na  
średnica D N A  i w zrasta p ra w d o p o d o b ień stw o  u tw orze
nia w ę zła . W  sym ulacjach  k om p u terow ych  gen erow an o  
cykliczne struktury D N A  i p o ró w n y w a n o  u d zia ł frakcji 
w ę z łó w  d a n e go  typ u  w  ogólnej liczbie struktur cyklicz

nych [1 0 2 ]. Z a o b se rw o w a n o , że p ra w d o p o d o b ień stw o  
p o w sta n ia  w ę z łó w  rośnie lin io w o  z  d łu g o ścią  D N A ,  
a m aleje ze  w zrostem  stosu n k u  gru bości d o  d łu gości 
seg m en tó w  sk ład ow ych , z  których z b u d o w a n y  był m o 
del D N A  [102].

W p ły w  solw atacji na zach o w a n ie  w ę z łó w  D N A  rów 
nież m o d e lo w a n o  m etod ą  M o n te  C arlo  z za ło żen iem , że  
struktura w ęzła  p o lim e ro w e g o  m a postać zam kniętej ła
m anej w  kubicznej sieci oraz z  p rzyjęciem  określon ego  
potencjału  o d d zia ły w a n ia  m o n o m e ró w , którego para
m etry sy m u lo w a ły  różn e w łaściw ości elektryczne oto
czenia [104]. W y k a z a n o , że  p ra w d o p o d o b ie ń stw o  u tw o 

rzenia w ęzła  z trzem a przecięciam i jest w ięk sze  n iż ut
w orzen ia  w ęzła  z p ięciom a przecięciam i, a to ostatnie 
z  kolei jest w ięk sze  od  p ra w d o p o d o b ień stw a  pow stania  
w ęzła  z w ięcej n iż  s ied m io m a  przecięciam i. Ponadto, 
p ra w d o p o d o b ień stw o  u tw orzen ia  w ęzła  D N A  zw ięk sza  
się z  d łu go ścią  łańcucha p o lim eru  oraz ze  w zrostem  
w łaściw ości elektrolitycznych rozp u szczaln ik a  i tem pe
ratury [104].

P orów n ano także określon y d o św iad cza ln ie  rozkład  
stężeń  k aten an ów  D N A  z  p ra w d o p o d o b ie ń stw e m  ich 
p o w sta w a n ia  u z y sk a n y m  m e to d ą  M o n te  C arlo  [105]. 
W y zn a c za n o  p rzy  tym  frakcję k aten an ów  różn ych  ty
p ó w  zsyn tetyzo w a n y ch  na d ro d ze  cyklizacji lin iow ego  
D N A  faga P4 w  obecności nadm iaru  cyk liczn ego  D N A  
p A B 4 . Sym u lacje M o n te  C arlo  p r o w a d zo n o  z za ło że 
niem , że  istnieje n adm iar cyk liczn ego  D N A  i katenacja 
d w óch  łań cuch ów  nie jest m o ż liw a , oraz że  m o żn a  z ig 
n orow ać p ow sta w a n ie  [n>2 /-k etan an ów . O k a za ło  się, że  
p ra w d o p o d o b ień stw o  katenacji (lin io w eg o  D N A  z D N A  
superhelisy, a także d w u  superhelis D N A )  m aleje niem al 
w y k ład n iczo  z  gęstością su perh elisy  a . O trzy m a n o  też 
doskon ałą zg o d n o ść  p rze w id y w a ń  teoretycznych z  w y 
nikam i d o św iad cza ln y m i u w zględ n ia ją cy m i zależn ość  
p ra w d o p od o b ień stw a  p o w staw an ia  katenanu od stęże
nia jo n ó w  N a +, M g 2+ i sp erm id y n y 3+. Z a o b se rw o w a n o , 
że p ra w d o p o d o b ień stw o  katenacji m aleje ze  sp ad k iem  
stężenia k ation ów  —  z jednej strony rośnie efektyw na  
średnica superhelisy, lecz z drugiej strony rośnie także  
od ległość p o m ię d zy  k ońcam i lin io w eg o  D N A . W  rezu l
tacie m aleje m o żliw o ść  spotkania zespalających się (lep
kich) k o ń ców  (cohesive end) lin io w eg o  D N A  i p ra w d o p o 
dobień stw o u tw orzen ia  sp lotu . P on ad to, d zięk i m o d e lo 
w an iu  stw ierd zo n o, że  p ra w d o p o d o b ie ń stw o  katenacji 
za leży  nie od  liczby z w o jó w  superhelisy, a raczej od  jej 
w łaściw ości lokalnych.

K ształt sk ład ow ych  sp lotu  w  m ikrograficzn ych  k on 
turach tu ru sow ych  katenan ów  D N A  (liczba sk rzy żow ań  
do 18) n ieznacznie za leży  od  liczb y sk rzy żo w a ń , nato
m ia st o d le g ło ść  śr o d k ó w  c iężk ości m a s  sk ła d o w y c h  
sp lo tu  m a leje  m o n o to n ic zn ie  ze  w z r o ste m  tej liczb y  
[106]. D o św ia d cza ln e  funkcje rozk ład u  od ległości rzu 
tów  śro d k ó w  m as sk ład ow ych  f2 /-k a te n a n ó w  [105] były  
n astęp n ie  o d tw o r z o n e  teo re ty czn ie  [1 07]. S ym u lacja  
s p lo t ó w  D N A  m e to d ą  M M C  u d o w o d n iła  [1 0 8 ], że  
u średniona liczba z w o jó w  <Wr>  oraz d o św iad cza ln a  in-
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d u k ow an a  w artość ALk (różnica Lk sp lotu  D N A  przed  
i p o  c zęśc io w y m  rozplecen iu  i p o n o w n y m  połączen iu  
nici) zależą  lin iow o  o d  liczb y Lk [109]. W y k a za n o  także, 
że w  p rzy p a d k u  ustalonej d łu gości 3500 par zasad  sy 
m etryczn ych  katen an ów  D N A  rozkład  średniej liczby  
z w o jó w  < W r >  za leży  od  Lk; np. g d y  Lk = 1 m a k sim u m  
p rzyp ad a  na <  W r>0 , a g d y  Lk = 29  to na <Wr> 10,5.

Z n a jo m o ść  w artości i zn ak u  ALk okazała się p rzyd at
n y m  n arzęd ziem  analizy  w za jem n ych  zależności liczb  
Lk, Wr i Tw su perh elisy  [110]. P raw ostronny (lew ostron 
ny) sp lot D N A  m a  też praw oskrętn y (lew oskrętny) zw ój 
superhelikalny. Jeśli nici sk ład ow ych  katenanu zostaną  
rozplecione, złą czo n e p o n o w n ie  i jedna ze sk ład ow ych  
z lin eary zo w a n a , to pozostan ą  su p erzw oje  w łaściw e dla  
katenanu, a chiralność sp lotu  b ęd zie  w id o czn a  w  różn i
cy ALk [110]. L iniow a zależn ość ALk od  średniej liczby  
przepleceń  <Lk> w sk azu je  na to, że  helisa odkręca się
0 ok. 2 / 3  na jeden  zw ó j superhelisy, czyli skręt helisy  
w zrasta o 0 , 1  na k ażd e pięć przepleceń  katenanu (przyj
m uje się, że  w  p rzy p a d k u  lin iow ego  D N A  przyp ad a  10,5  
par zasad  na jeden  obrót helisy) [1 1 0 ].

Koncepcja węzłów i splotów idealnych

T op ologię  D N A  m o żn a  ob serw o w a ć m etod am i m i
k ro sk op ii e lek tron o w ej, jest to jedn ak  m e to d a  droga
1 w cią ż  tru d n o  dostępna w  laboratoriach bioch em icz
nych . D latego  też w iele  w y siłk u  w ło żo n o  w  elektrofore- 
tyczną charakterystykę top ologii D N A . E lektroforetycz- 
na m igracja i w sp ó łczy n n ik  sedym entacji w ę z łó w  oraz 
sp lo tó w  D N A  zosta ły  skorelow an e z param etram i opi
su jącym i tzw . w ę z ły  i sp lo ty  idealn e naw iązu jące d o  
koncepcji id ealn ych  figur platońskich  [111— 116] (rys.
10). C harakterystykę geom etryczn ą w ę z łó w  fizyczn ych  
zastępuje się obrazam i torusa w  R3. Pojęciem  w ęzła  ide
a ln ego określa się w ę ze ł o najm niejszym  stosu n ku  obję
tości do  p ow ierzch n i [1 1 2 ], lub  inaczej —  najkrótszą za - 
w ęźlo n ą  zam kniętą  tubę stałej grubości [113]. W te d y  sto
sunek d łu go ści w ęzła  d o  grubości tuby jest w ielkością  
stalą, n iezależn ą od  rzeczyw istych  w y m ia ró w  fizyczn e
g o  w ęzła . W  p rzy p a d k u  w ęzła  3i stosu n ek ten w y n osi  
16,33, a w ęzła  l i  ok. d w a  razy w ięcej, czyli 32 ,76  [116]. 
Stosunek d łu go ści d o  grubości tuby jest też n azy w a n y  
w zg lę d n ą  d łu gością  w ęzła  idealn ego [113], a w  późn iej
szy c h  pracach także energią grubości w ęzła  (thickness 
energy of the knot) [114]. Id en tyczn y  param etr został ró w 
n ocześnie w p r o w a d z o n y  p rzy  okazji rozszerzania opisu  
zach ow an ia  p o lim e ró w  lin iow ych  d o  takiego, który u w 
z g lę d n ia  ta k że  z a c h o w a n ie  p o lim e ró w  z a w ę ź lo n y c h  
[117].

W ę z ły  idealn e m o g ą  być interpretow ane jako figury  
p o w s t a łe  d z ię k i  u ś r e d n ie n iu  p o  c z a s ie  tra jek to rii  
w ę z łó w  D N A  w yk on u jących  ruchy stochastyczne [113]. 
Idealne w ę z ły  m o d e lo w a n o  za p om ocą  m e to d y  M M C  
[108] stosow an ej d o  m o d elo w a n ia  lin iow ego  D N A . Bu
d o w a n o  je ze  160 seg m en tó w  rów nej d łu go ści i „z a m y 
k a n o " w  w irtualnej, nieprzenikalnej tubie stałej gru boś-
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Rys. 10. Korelacja elektroforetycznej ruchliwości (ER) węzłów 
DNA ze średnią liczbą skrzyżowań węzłów idealnych (<Lk>) 
w żelu agarowym [116]. Reprodukcja za zgodą World Scienti
fic Publishing Co. Pte. Ltd.
Fig. 10. Correlation of electrophoretic mobility of DNA knots 
in agar gel with averaged crossings number of ideal knots 
(<Lk>) [116]. Reproduced with permission of World Scientific 
Publishing Co. Pte. Ltd.

ci. N astęp n ie  gru bość tuby zw ię k sza n o  jed n orod n ie  do  
p ierw szego  kontaktu ze  ścianą jak iegok olw iek  innego  
ram ienia w ęzła  (tuby). N o w ą  konfigurację w ęzła  otrzy
m y w a n o  p o p rzez  stoch astyczn e w strząsy  se g m e n tó w  
sk ład ow ych  w ęzła  aż d o  ch w ili osiągnięcia m a k sy m a l
nej grubości tu by [111— 114]. D otych czas nie znalezion o  
geom etryczn ych  w z o ró w  określających w ę z ły  idealne, 
chociaż znan e są w aru n k i konieczne, jakie m u si spełniać  
ta klasa ob iek tów  [118], a n u m eryczn e zn alezien ie o p ty 
m a ln ego  kształtu  [119], naw et n ajprostszego w ęzła  trój- 
listn ego, jest nadal za d a n iem  ba rd zo  z ło ż o n y m  [1 2 0 ]. 
R ysunek 11 p rzedstaw ia  u zysk an ą  d zięki zastosow an iu  
algorytm u  S O N O  Pierańskiego ew olu cję  w ęzła  trójlist- 
n ego, aż d o  osiągnięcia konfiguracji idealnej [1 16 ,1 19].

A b y  sch arakteryzow ać idealne w ęzły , w p ro w a d zo n o  
pojęcia uśrednionej liczb y  z w o jó w  (<  Wr>) i uśrednionej 
liczby sk rzy żow ań  (<Lk>), g d zie  liczb y  sk rzy żo w a ń  ide
aln ego w ęzła  uśrednia się p o  w szy stk ich  projekcjach sfe
ry na p łaszczy zn ę . W  p rzy p a d k u  liczb y <Wr> u w z g lę d 
nia się znaki +  oraz - ,  a w  p rzy p a d k u  <Lk> u w zględ n ia  
się tylko zn ak  +  [1 1 2 ]; liczby te nie są całkow ite.

Liczba <Wr>  w sk azu je  o ile więcej jest średnio z w i
nięć w  jedną ze  stron: praw ą czy  lew ą [113]. W  p rzy p a d 
ku w ę z łó w  achiralnych (4], 63 , 8 13 , p łaski 3 ;# -3 | , 4 ;# 4 ;)  
liczba <Wr> okazała  się bliska lu b  rów n a zeru , nato
m iast w  odniesieniu  d o  rod zin  w ę z łó w  toru sow ych  (3 ;, 
5 i, skręconych z  parzystą (4 ;, 6 \, 8 1 ,...) lub  z n iepa
rzystą (5г, 7г, 92, - . )  liczbą sk rzy żo w a ń  w y k a zy w a ła  ona
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Rys. 11. Uzyskana dzięki zastosowaniu algorytmu SONO 
Pierańskiego ewolucja węzła trójlistnego aż do osiągnięcia 
konfiguracji idealnej [116,119]. Rys. 11 publikowany za zgodą 
prof. P. Pierańskiego, jest identyczny z tym, który można zna
leźć na stronie internetowej http://fizyka.phys.put.poznan.pl/ 
~pieranskilIdealKnots.html.
Fig. 11. Evolution of a trefoil knot towards its ideal configura
tion obtained by using Pierańskis SONO algorithm [116, 
119]. The figure is identical with that at the prof. Pierańskis 
internet site (http://fizyka.phys.put.poznan.pl/~pieranski/ 
IdealKnots.html. Reproduced with permission of prof. P. Pie- 
rański

lin iow ą zm ien n o ść  z  top ologiczną liczbą sk rzy żow ań . 
Ś red n ie  lic z b y  z w o jó w  są s ta ty s ty c z n ie  id e n ty c z n e  
w  p r z y p a d k u  k on figu racji r ó w n o w a g o w y c h  w ę z łó w  
D N A  składających się z  1800 i 5400 par zasad  m o d e lo 
w an ych  m eto d ą  M M C  [1 1 2 ,1 1 3 ]. Idealne w ę z ły  z ło żon e  
charakteryzują się liczbą < W r >  rów n ą su m ie  liczb <Wr> 
w ę z łó w  sk ła d o w y c h  [113], aczk olw iek , ogóln ie  biorąc, 
liczba z w o jó w  nie p ow in n a  b y ć a d d y ty w n a  [61, 113]. 
W y k a z a n o  [114], że  istnieje zależn o ść p o m ię d zy  p rzew i
d y w a n ą  u śre d n io n ą  liczb ą z w o jó w  id e a ln e g o  w ę zła  
(PWr), d osk on ale  korelującą z  <Wr>, a n iezm ien n ikam i 
to p o lo g ic z n y m i w ę z łó w  to p o lo g ic z n y c h , m ia n o w icie  
PWr = w + 3/7(wx - Wy) = 10/7Awx +  4 / 7 Awy, g d zie  w —  
su m a  sk rzy żo w a ń  w ziętych  ze  znakiem  +  albo -  (liczba  
Taita lu b  topological writhe [95, 114]), wx —  liczba p ro 
w a d zą c a  d o  p rzek szta łcen ia  w ę zła  w  cykl [nullifying 
(smoothing) writhe], wy = w - wx —  liczba pozostałych  
z w o jó w  (remaining writhe). C zy n n ik  3 / 7  b y l najpierw  o d 
gad n ięty  z  procedu r statystyczn ych , a potem  w y p ro w a 
d z o n y  z rów n ań  zakładających rów n ość PWr różnych  
w ę z łó w  top olo giczn y ch  (których w artości <Wr> b y ły  
bliskie sobie) [114]. Z a le żn o ść  p o m ię d zy  PWr, wx oraz wy 
w sk azu je  także, że  PWr m u si zm ieniać się k w a n tow o  
o czynn ik  2 /7 .

Liczba <Lk>, n ieujem na i za w sze  w iększa  o d  u śred
nionej liczb y  z w o jó w , koreluje lin iow o ze  stosu n kiem  
d łu g o ści d o  gru bości w ę zła  id ealn ego . W  p rzy p a d k u  
m o d e lo w a n y ch  m eto d ą  M M C  konfiguracji ró w n o w a g o 
w y ch  w ę z łó w  D N A  składających się z  1800 i 5400 par 
zasa d , liczb y  <Lk> są różn e , jedn ak  korelują lin iow o  
z o d p o w ie d n im i liczbam i w y zn a c zo n y m i w  odniesieniu  
d o  w ę z łó w  idealnych [112, 113]. Liczba <Lk> koreluje  
z  ru chliw ością  elektroforetyczną w ę z łó w  D N A  [111].

Idealizację postaci geom etryczn ej katenan ów  D N A  
p rzep row ad za  się analogicznie [121]. U d o w o d n io n o , że

idealne J2J-katenany D N A  w yk a zu ją  lin iow e korelacje 
p o m ię d zy  ruchliw ością  elektroforetyczną a liczbą <Lk> 
oraz p o m ię d zy  liczbą <Lk> i stosu n k iem  d łu go ści splotu  
d o  grubości tuby [1 2 1 ], analogiczne d o  korelacji w y stę 
pujących w  p rzy p a d k u  w ę z łó w  [111— 114]. Jest rzeczą  
interesującą, że  id ealn a  struktura sp lo tu  5^ to tak a, 
w  której stosu n ek d łu go ści jednej sk ład ow ej d o  drugiej 
w y n o si 1 :1 , lecz k orelow an o w  tym  p rzy p a d k u  strukturę  
o n ajlep szym  rozk ład zie  d łu gości sk ła d o w y c h , czyli ok. 
2:1 [114]. Stosunek d łu go ści 2:1 w  odniesieniu  do  sp lo 
tów  karb yn ow ych  5 f jest bliski stosu n k o w i, w  którym  
sploty  tego typu  osiągają m in im aln ą  energię [35]. K ore
lacje zależą od  w zajem n ej d łu go ści sk ład ow ych  —  w y 
k azu ją  o d m ie n n e  n ach ylen ie , g d y  stosu n ek  d łu g o ści  
sk ład ow ych  sp lotu  w y n o si 1 :1 , a inne g d y  jest rów n y 5:1 
[121]. Z ab u rzen ie  lin iow ości korelacji p o zw o liło  na roz
p ozn an ie u k ła d ó w  u zn aw an ych  w cześniej [122— 125] za 
n ajprostsze  k aten an y jako ś w ie ż o  rep lik o w a n e  D N A  
w  postaci hem ikatenan ów , w  których splecione są tylko  
p o je d y n cze  nici d w ó ch  cyk liczn ych  d u p le k só w  D N A  
[1 2 1 ].

K onstruując n ieskoń czon e ro d zin y  w ę złó w , m atem a
tycy  u d o w o d n ili  jed n ak  [126], że za le żn o ść  d łu go ści  
w ęzła  o d  w artości <Lk> m o że  zm ieniać się w y k ład n iczo  
z  w yk ład n ik iem  od  3 / 4  d o  1 oraz, że  3 / 4  jest najm niej
szy m  z takich w y k ład n ik ów . P onadto w y k a za n o  [127], 
że  sto su n e k  d łu g o śc i w ę z ła  d o  g ru b o ści tu by m o ż e  
zm ieniać się prop orq on aln ie  d o  0 ,75 w artości <Lk>. Po
n ow n a analiza średniej liczby sk rzy żo w a ń  w  p rzy p a d k u  
w ę z łó w  idealnych w y k a za ła  [1 1 2 ], że zm ienia  się ona 
w ra z z  to p o lo g iczn ą  liczbą sk r zy ż o w a ń  w y k ła d n iczo  
z  w artością w y k ład n ik a  1 ,2 , n atom iast w  odniesieniu  do  
w ę złó w  giętkich (flexible knots) o ustalonej d łu gości, w ar
tość w y k ła d n ik a  w y n o s i 0 ,5  [1 28]. C o  w ięce j, <Wr> 
w ę złó w  idealnych i w ę z łó w  giętkich zm ien ia  się lin iow o  
z top ologiczną liczbą sk rzy żo w a ń , lecz z  ró żn y m  nachy
leniem  w  zależności od  typu  w ęzła  [128], analogicznie  
do p rze w id y w a ń  pracy [114].

PO D SU M O W AN IE

N a  n aszych  oczach rod zi się n ow a  d zied zin a  chem ii 
—  chem ia struktur top ologiczn ych , która w  ciągu w ielu  
lat była traktow ana jako czysto  sp ek u latyw n a i ign oro
w ana przez zasa d n iczy  nurt chem ii. Jedna z p ierw szych  
prac dyskutujących m o żliw o ść  syn tezy  z w ią z k ó w  top o
logicznych  czekała p on ad  30 lat na publikację [1 2 9 ,1 3 0 ].

Jak to się zd arzało  w cześniej w  historii nauki, p o m o c  
p rzyszła  z  d zied zin y  pokrew nej —  biologii m oleku lar
nej. P ie r w sz e  s y n te z y  k a te n a n ó w  b y ły  w p r a w d z ie  
p rze p row ad zon e p rzez „c z y sty c h "c h e m ik ó w  [5— 7], m i
m o  to p ra w d ziw ie  d y n a m iczn y  rozw ój om aw ian ej d zie 
d z in y  n a stą p ił d o p ie r o  p o  o d k r y c iu  p o w sz e c h n o śc i  
struktur top ologiczn ych  w śró d  izo m e ró w  cykliczn ego  
D N A . M o żn a  p o w ied zieć , że  od  tego czasu  chem ia top o
logiczna próbuje n ad ążyć za d y n a m ic zn y m  rozw ojem  
biochem ii topologicznej. B łyskotliw a idea pierw szej sy n 
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tezy zw ią zk u  o strukturze w ęzła  trójlistnego [9] opiera  
się w  istocie na sp o sob ie  tw orzenia się w ę z łó w  D N A .  
Reakcja ta w y k o rzy stu je  efekt h elikoidaln ego u łożenia  
lig a n d ó w  w o k ó ł a to m u (ów ) m etali przejściow ych , d zię 
ki czem u  p o  cyklizacji o trzym u je się strukturę w ęzła  3i 
(w  razie innej charakterystyki geom etrycznej lig a n d ó w  
—  także sp lo tó w  [1 2 ]).

P rzy k ła d ó w  w ę z łó w  i sp lo tó w  (katenanów ) D N A  jest 
n ie s k o ń c z e n ie  w ie le  [5 1 — 9 7 ] . P r z e m ia n y  je d n y c h  
w  d ru gie  są ź ró d łe m  w ie d z y  nie ty lk o  o struk tu rze  
D N A , ale także o m ech an izm ach  działania e n zy m ó w  
zm ieniających top ologię  D N A  —  top oizom eraz [9]. C o  
w ięcej, d zięk i p o m o c y  czy sto  m atem atycznej techniki 
(2 ,2 )-z a p lo tó w  m o żn a  szc ze g ó ło w o  analizow ać m ech a
n izm  działan ia  e n zy m u  [93— 96] i przenosić w n iosk i na 
jego działan ie w  p rzy p a d k u  n iecyklicznego D N A .

M ateriał D N A  jest inspirujący także w  odniesieniu  
d o  fizyk i p o lim erów . W p r a w d z ie  sym u lacje k om p u tero 
w e  w ę z łó w  i sp lo tó w  D N A  m ają na celu g łó w n ie  o d tw o 
rzenie sytuacji o p isy w a n y c h  w  b iologii m olekularnej, 
lecz stosują się także d o  zag ad n ień  niebiologiczn ych  —  
fizyk i p o lim e ró w  cykliczn ych  [98— 110]. W  istocie, tylko  
na gruncie chem ii p o lim e ró w  m o żn a  p ro w a d zić  syntezę  
z w ią z k ó w  top ologiczn ych  o takim  stopniu  złożon ości, 
jaka znana jest z  b iologii m olekularnej. Im  w iększą  licz
bę sk rzy żo w a ń  m a struktura top ologiczna tym  bardziej 
rośnie jej energia całkow ita i tym  d łu ższa  m u si być jej 
cząsteczka, aby  nie rozerw ała  się ona w  w y n ik u  naprę
żeń  [31— 40]. D la teg o , n ajp raw d op od obn iej n ig d y  nie 
zostanie zsy n tety zo w a n a  cząsteczka w ęzła  p ierw szego  
o 1 0  sk rzy żow an iach , która nie jest jedn ocześn ie m akro
czą ste czk ą . P rob lem  taki otw iera  też o g ro m n ą  p rze 
strzeń przed  zagad n ien iam i izom erii g d y ż , jeśli z ign oru 
je m y  ch iraln ość , istnieje 165  różn ych  w ę z łó w  p ierw 
szych  o 10 sk rzy żow an iach  i 14 w ę z łó w  z ło żon y ch  [50].

N a  koniec w arto w sp o m n ieć  o stw orzon ej p rzez  b io 
lo g ó w  i fiz y k ó w  koncepcji w ę z łó w  i sp lo tó w  idealnych  
[111— 1 1 6 ,1 1 8 — 1 2 0 ,1 2 8 ] , w  rozw oju  której w iodącą rolę 
od gryw ają  n au k o w cy  p olscy  A . Stasiak i P. Pierański. 
K oncepcja ta n aw iązu je d o  tradycji figur platońskich —  
w ę zły  i sp lo ty  m ają postacie zam kniętych  tub o m in i

m a ln y m  stosu n k u  d łu g o ści d o  średnicy tuby. W ła ści
w ości w ę z łó w  i sp lo tó w  idealnych znakom icie korelują  
z  ruchliw ością  elektroforetyczną oraz w sp ó łczyn n ik iem  
sed ym en tacji w ę z łó w  D N A  [111, 115, 119]. C o  więcej, 
w ę zły  idealne stały się też p rzed m iotem  badań  g e o m e 
trii i fizyki [1 1 6 ,1 1 8 ,1 1 9 ,1 2 6 — 128].
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