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Wezly i sploty DNA

DNA KNOTS AND LINKS

Summary — A review of DNA knots and links (catenanes) is presented. Knots
are interlaced cyclic structures while links are at least two cyclic structures
mutually interlaced, as chain links are, which no projection on a plane without
crossing points exists for. The examples of DNA knots and links, that are
produced by replication and recombination processes, have been given as
well as the methods of their investigations have been brought. Model research
works focused on determining the probability of topological structures crea-
tions, with using molecular mechanics methods, have been discussed. An
idea of ideal knots and links, allowing to find the correlations between electro-
phoretic mobility and sedimentation coefficient of real DNA knots and links
and parameters of ideal ones, was discussed.

Key words: knots, links (catenanes), ideal knots.

Od 1830 roku, kiedy to Berzelius wprowadzil pojecie  czyli zwiazkéw o dwoéch lub wiekszej liczbie sklado-
izomerii [1], poznano bardzo wiele jej typéw [2—4]; wych, polaczonych ze soba tak jak ogniwa lancucha
jedna z najpézniej odkrytych byla izomeria topologicz- [5—7]. Gdy za$ pod koniec lat 60. izomerie topologiczna
na. Na poczatku lat 60. dokonano pierwszych syntez te- odkryto w zwiazkach naturalnych — kwasach nuklei-
go rodzaju izomerdéw, mianowicie katenanéw (splotéw), nowych — nastgpila eksplozja zainteresowania topolo-
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gicznymi strukturami DNA. Pierwsze syntezy chemicz-
nych wsteg Mobiusa opisano na poczatku, a wezléw —
pod koniec lat 80. [8, 9]. Wiecej informacji o chemicznych
strukturach topologicznych mozna znalezé w pracach
przegladowych odnoszacych sie do katenanéw [10—15]
oraz wezlow [16—20].

Celem tej pracy jest oméwienie badan dotyczacych
naturalnie wystepujacych wezléw i splotéw DNA. Dla-
tego tez pomijam tu, zastugujace na osobny przeglad,
prace Seemana i wsp. [21—30], w ktérych DNA stanowi
jedynie substrat do syntezy ,sztucznych” struktur topo-
logicznych. Wybér omawianych prac jest pochodna mo-
ich zainteresowann modelowymi strukturami o nietry-
wialnej topologii [31—40] i z tego wzgledu ma charakter
dos¢ subiektywny.

POJECIA PODSTAWOWE

W sensie potocznym weztem nazywamy strukture,
ktéra powstaje dzigki przepleceniu w rézny sposéb
dwoch koricéw (np. liny [41], nici [42], krawata [43, 44]
itp.), gwarantujac polaczenie ich w trwaly w danych wa-
runkach uklad. Natomiast w sensie matematycznym
wezlem nazywa sie krzywa zamknieta w przestrzeni
tré6jwymiarowej, ktéra nie ma punktéw podwéjnych. Te-
go typu krzywe mialy w wielu kulturach znaczenie
symboli mistycznych i dekoracyjnych [45, 46].

Murasugi, matematyk zajmujacy sie teoria wezléw
(por. [78]), okresla wezly jako wielokaty przeplecione
w przestrzeni tréjwymiarowej. Z kolei polski matema-
tyk Przytycki (por.[50]) méwi o klasycznej teorii weztéw

89

zajmujacej sie polozeniem okregu (wezly) lub kilku ok-
regéw (sploty) w $% lub R (gdzie s° oraz R® oznaczaja
odpowiednio powierzchnie czterowymiarowej kuli oraz
tréjwymiarowa przestrzen kartezjariska).

Mislow i Liang zajmowali sie¢ strukturami nazywa-
nymi wezlami w chemii, biochemii i biologii [47]. Przy-
jeli oni, ze , wezet jest wielokatem lub gladka krzywa
zamknieta w przestrzeni 3-wymiarowej, ktéra nie prze-
cina samej siebie w zadnym punkcie, lecz ktéra nie moze
by¢ zanurzona w plaszczyznie bez przecigé (zwanych
skrzyzowaniami)”. Slowo ,zamknieta” jest konieczne,
aby zdefiniowaé wezel z punktu widzenia topologii, po-
niewaz gdy zawezZlona krzywa nie jest zamknieta, to
wtedy w wyniku ciaglych deformacji, mozna ja roz-

plataé.
3
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Rys. 1. Diagramy struktury cyklicznej oraz prawostronnego
i lewostronnego wezla trdjlistnego (31)

Fig. 1. Diagrams of cyclic, right-hand, and left-hand trefoil
knot (31) structures

Rys. 2. Diagramy regularne wezlow pierwszych o trzech—siedmiu skrzyzowaniach; oznaczenia symboli w tekscie
Fig. 2. Regular dingrams of prime knots exhibiting from three to seven crossings; symbols designations in the text
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Rys. 3. Diagramy regularne splotéw (katenanéw) pierwszych o dwu skladowych i co najwyzej siedmiu skrzyzowaniach; ozna-

czenia symboli w tekscie

Fig. 3. Regular diagrams of two component prime links (catenanes) exhibiting not more than seven crossings; symbols designa-

tions in the text
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Rys. 4. Diagramy regularne splotéw (katenanow) pierwszych o trzech skladowych i co najwyzej siedmiu skrzyzowaniach oraz
wezldow zlozonych z szeScioma i siedmioma skrzyZowaniami; oznaczenia w tekscie
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

Walba [48] poréwnat izomerie topologiczna struktu-
ry cyklicznej oraz struktur typu tréjlistnego wezla lewo-
i prawostronnego (rys. 1), ktére wykazuja identyczne
polaczenia wiazan, jednak nie daja si¢ nalozy¢ na siebie
w kazdym punkcie w temperaturze pokojowej. Zatem,
zadna ,, «konformacyjna» zmiana lub jakakolwiek ciagla
deformacja grafu wiazan nigdy nie pozwoli na wzajem-

ne przeksztalcenie. Takie izomery nazywamy «topolo-
gicznymi stereoizomerami»” [48].

Schematycznie wezly przedstawia sie w postaci
tzw. diagraméw regularnych [49], czyli takich rzutéw
struktury tréjwymiarowej na plaszczyzne, w ktérych
wszystkie wystepujace w strukturze skrzyzowania
dajace si¢ rozplatac zostaly rozplatane, a w zwiazku
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z tym struktury te wykazuja minimalng liczbe skrzy-
zowan.

W dalszej czesci artykulu sa stosowane symbole
o og6lnym wzorze Nj oznaczajace bardziej zlozone typy
wezléw lub splotéw, gdzie N — liczba skrzyzowan
w diagramie regularnym, k — liczba sktadowych (pomi-
jana w przypadku weztéw, gdyz k = 1), | — liczba po-
rzadkowa w tablicach wezléw i splotéw. W przypadku
wezldw i splotéw zlozonych z dwéch lub wiekszej licz-
by struktur pierwszych stosuje si¢ symbol # oznaczajacy
sume.

Diagramy regularne przykladowych struktur topolo-
gicznych o co najwyzej siedmiu skrzyzowaniach przed-
stawiaja rys. 2—4 wg [49] i [50].

WEZLY I SPLOTY DNA

Informacje wstepne*)

W 1953 roku Watson i Crick rozwiazali strukture
przestrzenna DNA na podstawie jego dyfraktograméw
uzyskanych przez Franklin i Wilkinsa. Wedlug modelu
Watsona i Cricka najwazniejsze cechy struktury DNA to:

— skrecanie dwu helikalnych nici polinukleotydo-
wych wokél wspélnej osi, co prowadzi do powstania
tzw. dupleksu;

— obecnos$¢ zasad purynowych (adeniny i guaniny)
oraz pirymidynowych (cytozyny i tyminy) wewnatrz
podwdjnej helisy o plaszczyznach pierscieni prosto-
padtych do osi helisy, a grup fosforanowych i dezoksy-
rybozy na zewnatrz helisy o plaszczyznach piericieni
cukrowych rownolegtych do osi helisy;

— $rednica helisy wynosi 20,0 A, odlegloé¢ miedzy
zasadami mierzona wzdluz osi helisy — 3,4 A, na calko-
wity skret (obrét) helisy przypada 10 nukleotyddw, czyli
34 A, a zasady sa skrecone wzgledem siebie pod katem
36°;

— dwie skrecone helisy DNA lacza sie ze soba za
pomoca dwéch wigzaih wodorowych (C=0..H-N oraz
N-H...N) pomiedzy adenina i tymina oraz trzech — po-
miedzy cytozyna i guanina;

— kolejnosé¢ wystepowania zasad w lanicuchu nie jest
ograniczona, a sekwencja ich wystepowania niesie infor-
macje genetyczna.

Watson i Crick postulowali, ze po rozdzieleniu kazda
z nici stanowi matryce stuzaca do powielenia w replika-
cji.

Dtugosé nici DNA réznych organizméw wynosi od
5,1 tysiaca par zasad w przypadku wirusa SV40, po-
przez 4 miliony par zasad w nici DNA bakterii Esherichia
coli, do ok. 2,9 miliarda par zasad u czlowieka. DNA
moze byé badz liniowy jak u faga T7 lub w jadrach ko-
moérkowych ssakéw, badz tez cykliczny (kolisty) jak
DNA faga A w zainfekowanej komérce gospodarza;

) Por. [53].

moze on réwniez wystepowac w postaci jednoniciowej,
jak ma to miejsce w ciagu czesci cyklu zyciowego wirusa
©X174 infekujacego bakterie Esherichia coli. Takze w pod-
wyzZszone] temperaturze nici DNA latwo sie rozplataja,
a po schlodzeniu spontanicznie reasocjuja.

Poczatki badan topologii cyklicznego DNA

Na poczatku lat 60. stwierdzono [51, 52], ze DNA
cykliczny moze wystepowaé w postaci rozluznionej
czasteczki cyklicznej (relaxed) (rys. 5a), odwinietej (czes-
ciowo) czasteczki cyklicznej (rys. 5b) albo w postaci su-
perhelikalnej (supercoiled, superhelical) (rys. 5¢c). W roz-
luznionej czasteczce cyklicznej liczba skrzyzowan nici

A Lk=5Tw=5Wr=0

Lk=4Tw=4Wr=0

b

C Lk=12Tw=14 Wr=-2

Rys. 5. Schematyczne przedstawienie rozluznionej (A), czes-
ciowo odwinigtej (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

dupleksu jest wieksza niz w odwinietej czasteczce,
w ktérej jedna z nici zostaje przecieta, czedciowo odwi-
nieta i polaczona ponownie; w strukturze superhelikal-
nej cykliczny dupleks DNA dodatkowo zwija sie [53].
Cykliczny DNA wystepuje powszechnie, np. w chloro-
plastach roslin jako chromosomalny DNA oraz w wielu
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wirusach i bakteriach. Charakteryzuje sie on tym, ze nici
nukleotydéw nie moga sie rozplatac bez przeciecia jed-
nej z nich.

Wang i Schwartz [54] jako pierwsi (w czerwcu 1967 r.)
doniesli o katenanach ztozonych z dwdéch sktadowych
([2]-katenanach, pierwszy diagram struktury 212 na rys.
3) powstalych w wyniku cyklizacji in vitro pojedynczych
nici DNA faga 186 z DNA faga A. Zasugerowali takze, ze
katenany DNA moga powstawac in vivo w toku replika-
cji cyklicznego DNA. W paZdzierniku tegoz roku Hud-
son i Vinograd [55] oraz Clayton i Vinograd {56] opisali
sploty liczace od dwu do siedmiu cyklicznych duplek-
séw w mitochondrialnym DNA komoérek ludzkich.
Przedstawili oni fotografie splotéw wykonane metoda
mikrografii elektronowej, potwierdzajaca istnienie nie-
trywialnej topologii struktur DNA. W jednym z oma-
wianych przypadkéw [56], cykliczna posta¢ stanowila
26% DNA izolowanego z leukocytéw, [2]-katenany —
ok. 3%, a [3]- i wyzsze katenany — ok. 2%. Mitochon-
drialny DNA wystepuje w postaci cyklicznych duplek-
séw u wiekszodci eukariota i zazwyczaj ma dlugosé ok.
5 um, a jego ciezar czasteczkowy wynosi ok. 10° dal-
tonéw [55]. Do polowy lat 70. katenany DNA wykryto
u wiekszosci organizméw — od wiruséw poprzez bak-
terie zawierajace plazmidy, koliste chromosomy sala-
mander, do mitochondriéw ssakéw i ludzkich leukocy-
tow [57].

Klasyfikacja i okreslenie topologii cyklicznego DNA
jest wazne, gdyz rézne procesy komérkowe generuja
odmienne struktury topologiczne [58]. Katenany dwéch
cyklicznych duplekséw powstale w wyniku replikacji
powinny by¢ prawostronne i réwnolegle. Te tworzone
dzieki enzymom rekombinacji, takim jak fagowa inte-
graza (Int), sa prawostronne i antyréwnolegle, nato-
miast sploty powstajace w procesie katalizowanym
przez topoizomeraze I moga by¢ z réwnym prawdopo-
dobieristwem prawo- i lewostronne.

Cykliczny dupleks

Kazdy cykliczny dupleks DNA jest sam w sobie nie-
trywialna struktura topologiczna — splotem dwu two-
rzacych go nici [57, 58]. Przeksztalcenia izomeréw topo-
logicznych DNA nastepuja w procesie replikacji i rekom-
binacji i sa katalizowane przez topoizomerazy typu 1
(np. topoizomeraze I) lub typu 2 przecinajace odpowied-
nio jedna albo dwie nici cyklicznego dupleksu DNA
[59]. W wyniku takich trzyetapowych proceséw (przeci-
nanie nici, przenoszenie segmentu DNA przez przerwe
w nici oraz ponowne laczenie) zmienia sie liczba
skrzyzowan DNA.

Cykliczne struktury DNA okresla sie za pomoca
trzech liczb [53], ktdre po raz pierwszy wprowadzil Ful-
ler [60, 61]. Rozwazal on strukture DNA jako zoriento-
wana wstege homeomorficzna z sl x [-1,1], ktérej brzegi
charakteryzuja sie liczba przeplecen Lk (linking) (réwna
dwukrotnej liczbie skrzyzowan dwéch nici dupleksu),

liczba skrecen Tw (twisting) (liczba obrotéw brzegéw
wstegi wokot osi helisy) i liczba zwojow Wr (wirthing)
(liczba skrzyzowan osi helisy ze soba). Lk jest niezmien-
nikiem topologicznym’r , a Tw i Wr sa niezmiennikami
geometrii rézniczkowej“ .

Taki model DNA pozwolil na wyznaczenie nastepu-
jacej zaleznosci Lk = Tw + Wr [53, 61], ktéra zostata wy-
prowadzona takze przez White’a [62]. W przypadku
dupleksu niecyklicznego Tw moze by¢ liczba rzeczy-
wista, a w przypadku dupleksu cyklicznego musi by¢
catkowita (podobnie jak Lk i Wr) oraz zgodnie z kon-
wencja — tak jak Lk — jest dodatnia w odniesieniu do
prawoskretnej wstegi. Liczba przeplecen jako niezmien-
nik topologiczny ulega zmianie tylko po przecieciu jed-
nej z nici DNA, zatem wszystkie ciagte deformacje kon-
formacji dupleksu wywieraja wplyw na liczby skrecen
i zwojow. Jedli helisa lezy w plaszczyznie, na kole, lub na
jakiej$ achiralnej powierzchni, to Lk - Tw = 0, lecz gdy
ulega wykreceniu i staje sie chiralng (tak jak np. w ukta-
dzie superhelikalnym), wtedy Lk - Tw # 0. Co wigcej, gdy
DNA jest nawiniety na bialko enzymu mozna wprowa-
dzi¢ wywodzace si¢ z geometrii rézniczkowej i topologii
dodatkowe niezmienniki, ktére dokladniej opisuja taka
sytuacje [63].

Jesli naciety cykliczny dupleks DNA (nicked circular
DNA duplex — cykliczny dupleks z przecigta jedna nicia
DNA) potraktuje sie ligaza (enzym laczacy korce nacie-
tej nici DNA) powstaje niehomogeniczny roztwdr, z kté-
rego mozna wydzieli¢ metoda elektroforezy wiele izo-
merycznych struktur [64, 65]. Gdy zalozy sie, ze naciety
cykliczny dupleks ma naturalna liczbe oplecenn Lk =
N/10,5 (N jest tu liczba par zasad w dupleksie, a 10,5
odpowiada typowej liczbie par na jeden calkowity skret
helisy), to stezenie izomer6éw o liczbie oplecent Lk = Lky;
Lko£1; Lkg£2; Lkp *+ 3... dupleksu powstalego po dziala-
niu ligazy wynika z rozkladu Boltzmanna (zaleznego od
dlugoséci DNA i temperatury) [64—67].

Liczbe skrzyzowan cyklicznego dupleksu mozna
kontrolowa¢. Wiadomo, ze bromek etydyny interkaluje
pomiedzy nici DNA, powodujac odwiniecie nici duplek-
su (nacietego za pomoca DNAazy) pod katem ok. 26°.
Zatem na kazde 14 par zasad cyklicznego dupleksu
zwiazanych bromkiem etydyny liczba skrzyzowan
zmniejsza sie o jeden. Po laczacym dziataniu ligazy bro-
mek etydyny zostaje usuniety. W ten sposéb grupa Coz-
zarelliego [68] otrzymata 25 izomeréw cyklicznego dup-
leksu zlozonego z 1683 par zasad oznaczonego symbo-
lem pAQO3. Izomery mialy 160+0; £1; £2; £3;....;+12 pel-

” Niezmiennik — cecha nieulegajgca zmianic w przeksztalceniach
(np. dlugo$é¢ odcinkéw lub pole figur w izometriach); niezmiennik
topologiczny nie zmienia si¢ w homeomorfizmach — wzajemnie jed-
noznacznych przeksztalceniach ciaglych, w przypadku ktérych ist-
nieja ciagle przeksztalcenia odwrotne.

™ Niezmiennik geometrii rézniczkowej nie zmienia si¢ w dyfcomor-
fizmach — wzajemnie jednoznacznych przcksztalceniach klasy C"
(majacych ciagle n-te pochodne), ktére maja wzajemnic jednoznaczne
przeksztalcenie odwrotne klasy C".



nych skrecen (320x0; +2; *4; +6;... ;24 skrzyzowan)
iwszystkie zostaty rozdzielone. W tej samej pracy poda-
no réwniez model dziatania topoizomerazy | w kierun-
ku tworzenia katenanéw dwoéch cyklicznych duplek-
sow, a takze relaksaq'i ujemnie skreconego uktadu su-
perhelisy. Ponadto poréwnano dwa modele rekombina-
cji (zaproponowane w [68] i [69]) prowadzacej do kate-
nanu DNA.

Wezty isploty cyklicznych duplekséw

Synteza weztéw i splotéw duplekséw D NA in vitro
jest mozliwa m.in. dzieki integrujacej rekombinacji (in-
tegrative recombination) superhelikalnego DN A w miejscu
przytaczenia fagow X [69— 74]. Mizuuchi i wspd6ipr. [70]
otrzymali w ten sposéb 2 \i 40 katenany DNA z plazmi-
du pBP86 oraz wezty 3] i 5] DNA z plazmidu pBP90,
a nastepnie za pomoca gyrazy DN A z Escherichia coliroz-
pletli oba typy topologicznych struktur DNA. Gyraza
jestenzymem, ktéry bez obecnoéci ATP (adenozyno tréj-
fosforan) zmienia ujemny skret superhelisy na dodatni,
zmienia liczbe Lk o dwa [71], umozliwia tez przeciecie
cyklicznego dupleksu DN A i przejscie przez wytworzo-
na chwilowa przerwe podwdjnej nici drugiego cyklicz-
nego dupleksu DNA, pozwalajac w ten sposéb na two-
rzenie katenanéw z roztaczonych czasteczek cyklicz-
nych albo na proces odwrotny [71]. Kreuzer i Cozzarelli
[71] badajac dziatanie gyrazy stwierdzili powstawanie
[2]-, [31- i [4]- katenan6éw DNA. Mechanizm dziatania
gyrazy w procesie zaré6wno skrecania (supertwisting)
irozluzniania (relaxation) superhelisy, jak i katenacji oraz
dekatenacji moze by¢ taki sam [71, 75]. Gyraza najpierw
wigze segmenty DN A tak, aby przecinaty sie, stabilizu-
jac dodatni skret superhelisy (inne skrety cyklicznej su-
perhelisy sa ujemne), a nastepnie powoduje przecigcie
obu nici jednego z segmentéw i przeprowadza drugi
dupleks przez te przerwe, zmieniajac dodatni skret
w ujemny [75].

O ile dziatanie gyrazy prowadzi do powstania wielu
réznych katenanéw cyklicznych duplekséw DNA, to
dziatanie rekombinazy, zwanej rezolwaza Tn3, w 99%
powoduje powstanie najprostszego katenanu 2 f, a tylko
w 1%

Rezolwaza Tn3 rozpoznaje doktadnie sekwencje nuk-

katenanéw o wiekszej liczbie skrzyzowan [74].

leozyddéw powtarzajaca sie réwnolegle na dwéch ni-
ciach dupleksu — miejsce rekombinacji res [74].

Rezolwaza Tn3, tak jak topoizomeraza I, za jednym
razem przecina tylko jedng ni¢ dupleksu DNA. Topoizo-
meraza | z rbwnym prawdopodobienstwem katalizuje
jednak powstanie prawo- i lewostronnych weztéw tréj-
listnych 3i, natomiast rezolwaza Tn3, ktéra wiaze sie
w specyficznym miejscu dupleksu (jest miejscowo spe-
cyficzna, site specific), generuje powstanie tylko jednego
stereoizomeru [76,77]. W ramach 1% powstatych innych
produktéw [74], rezolwaza Tn3 katalizuje tworzenie sie
prawostronnego splotu typu 5f (splotu 6semkowego)
[76].
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O ilew przypadku czgsteczek dowdéd ich nietrywial-
nej topologii jest trudny, to w odniesieniu do czasteczek
cyklicznego DN A udowodnienie ich nietrywialnej topo-
logii nie stwarza zadnych trudnosci. Dzieki pokryciu
D N A biatkiem RecA z Escherichia coli zwiekszajgcym
grubo$¢ nici dupleksu do ok. 100 A, topologie DNA
mozna przes$ledzi¢ na mikrografiach o duzej rozdziel-
czoséci [76, 77].

Kolejne rekombinacje powstatych weztéw lub splo-
tow katalizowane rezolwazg Tn3 prowadza w spos6b
bardzo selektywny do weztéw lub splotéw o wiekszej
liczbie skrzyzowan [78]. Na przyktad, sposréd szesciu
mozliwych stereocizomerdéw trzech weztéw pierwszych
i trzech stereoizomeréw weztéw ztozonych (jednego ste-
reoizomeru wezta plaskiego: 3] # -3\, i dwéch typoéw
wezta babskiego: 3j # 3] i-3i # -3i) powstaje tylko jeden
stereoizomer 62 [78] (rys. 6). W istocie mozna byto ziden-
tyfikowac¢ jeszcze inny produkt o sze$ciu skrzyzowa-
niach: splot ztozony z niezawezlonej struktury cyklicz-

nej i wezta 4\ (zwanego weztem é6semkowym) [78].

f 0,1pm | (+)

Rys. 6. Mikrografia elektronowa i schemat wydzielonego elek-
troforetycznie wezta DN A o0 sze$ciu przecieciach, powstatego
w wyniku dziatania rezolwazy Tn3 [78]. Reprodukcja za zgo-
dg American Association for the Advancement of Science

Fig. 6. Electron micrograph and a scheme of electrophoretical-
ly isolated DN A knot, with six crossings, formed by resolvase
Tn3 action [78]. Reproduced with permission of American

Association for the Advancement of Science

W wyniku oddziatywania topoizomerazy | na nacie-

ty duplex DNA powstaje wiekszo$¢ z mozliwych
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Rys. 7. Mikrografie elektronowe i schematy wydzielonych elek-
troforetycznie weziéw DNA powstalych w wyniku dzialania
topoizomerazy [79]. Reprodukcja za zgodq 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

wezléw o danej liczbie skrzyzowarn [79]. Dean i wspotpr.
[78] zaobserwowali tu nastepujace wezly: 34, 41, 54, 61,
6, plaski 6. = 31#-31, 72, 75, 76, 77, 9c = 51#41 1 91. Swiad-
czy to o tym, ze enzym ten dziala niespecyficznie [79],
niezaleznie od orientacji pary nici DNA, pozwala bo-
wiem na ich przejscie przez chwilowo utworzona przer-
we jednej nici innego segmentu dupleksu DNA. Istotne
jest to, ze naciecie dupleksu powoduje efektywne przy-
laczenie topoizomerazy I na nienacietej nici w miejscu
przeciwnie usytuowanym w stosunku do naciecia.
W rezultacie dzialania topoizomerazy 1, znak skrzyzo-
wania zostaje zmieniony na przeciwny [80], przy czym
dotyczy to zaré6wno ujemnego, jak i dodatniego skrzyzo-
wania superhelisy [79].

Dzieki temu, Ze topoizomeraza I powoduje powsta-
nie tak wielu réznych typéw wezléw (od trzech do dzie-
wieciu skrzyzowan, rys. 7) dostrzezono wzajemna za-
leznos¢ ruchliwosci elektroforetycznej i liczby skrzyzo-
wan topologicznych struktur DNA [79]. Okazalo sie, ze
wigkszos¢ wezléw w kazdym pasmie elektroforetycz-
nym ma taka sama liczbe skrzyzowan, a liczba skrzyzo-
wan DNA sasiednich pasm rézni si¢ o jeden. Co wiecej,

S ag s DT
(-5) brist

(-3) nwist

LA

Ny
R

YR LRI
PSRN

(+3) torus (Y7 torns

Rys. 8. Mikrografie elektronowe wydzielonych elektroforetycz-
nie weziow DNA (torusowych i skreconych) powstatych
w wyniku dzialania rekombinazy Gin I [81]. Reprodukcja za
zgodq Academic Press Lid.

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.
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wysokorozdzielcze zele pozwalaja na rozdzielenie wez-
léw torusowych K,,q*) od nietorusowych wezléw skreco-
nych (twist knots) [81] (rys. 8).

Dobrym przykladem elektroforetycznejanalizy struk-
tur topologicznych DNA jest rozdzial wezléw i splotéw
powstajacych po dzialaniu integrazy w integrujacej
rekombinacji rozpoznajacej miejsce dzialania — rekom-
binacja specyficzna miejscowo (site specific recombination)
{82]. W procesie tym powstaja prawostronne wezly to-
rusowe (31, 51, 71,..., 231) i prawostronne sploty torusowe
(42,62,82,10%,...,202), ktére elektroforetycznie mi-
gruja proporcjonalnie do liczby skrzyzowan [82]. Wezly
DNA (3, 41, 52, 61, 62) powstale in vivo z czeSciowo repli-
kowanych plazmidéw sa takze izolowane elektrofore-
tycznie, a analiza ich topologii na podstawie mikrografii
pozwala na gleboki wglad w mechanizmy dzialania en-
zymow proceséw komérkowych [83].

Prawdopodobnie najbardziej uderzajacym przykta-
dem katenacji jest DNA kinetoplastéw mitochondriéw
pewnych jednokomoérkowych wiciowcéw — pasozytéw
z rzedu Kinetoplastida obejmujacego gatunki: Carithidia,
Leishmania, Tryptanosoma i Endotrypanum, ktére powodu-
ja leiszmanioze, afrykanska spiaczke i chorobe Chagas
{84]. Kinetoplast jest siecia tysiecy splecionych cykli
DNA [85—92]. W splocie DNA kinetoplastéw wystepuja
cykliczne DNA o dwdch zakresach wymiaréw, nazywa-
ne maksicyklami i minicyklami (maxicircles oraz minicir-
cles). Maksicykli jest kilkadziesiat i sa zlozone z ok.
20 000 par zasad, a minicykle sa liczone w tysiacach
i zlozone z ok. 1000 par zasad [85, 86, 91]. Maksicykle
DNA swidrowcéw Trypanosoma equiperdum tworza same
ze soba splot (do 45 skladowych) ksztaltu rozety, a cala
sie¢ ma niezwykla topologiczna zlozonosé, ktéra tworzy
splot wielu wzajemnie réznych katenanéw [88].

W przypadku kinetoplastéw $swidrowca Carithida
fasciculata, skladajacych sie z ok. 25 maksicykli zawiera-
jacych 37 000 par zasad i ok. 5000 minicykli zlozonych
z 2500 par zasad majacych w 90% te sama sekwencje,
stworzono model struktury oparty na teorii graféw [88].
Splot DN A kinetoplastu jest tak zwarty, ze zdjecia wyko-
nane metoda mikroskopii elektronowej nie pozwalaja na
rozpoznanie typu skrzyzowan poszczegélnych ogniw
[89]. Wiadomo jednak, Ze minicykle nie wystepuja
w postaci superhelikalnej i kazde dwa sa powiazane ze
soba najprostszym splotem Hopfa 27 [90].

Splot calej dwuwymiarowej struktury minicykli pod-
dano czeSciowemu enzymatycznemu trawieniu. W wy-
niku tego otrzymano rézne rodzaje [N<5]-katenanéw,
ktérych topologie mozna bylo zinterpretowaé metoda
mikroskopii elektronowej. Nastepnie strukture réznych
oligomeréw minicykli analizowano metodami teorii
graféw. Ustalono, ze w dwuwymiarowej sieci minicykli
jeden minicykl niereplikujacego Carithida fasciculata
splata sie érednio z trzema innymi minicyklami tak, ze

? Wezly torusowe sq homcomorficzne z weztami opisanymi za po-
mocq parametréw x =c - cos(p - @); y =c - sin(p- ¢);z=c - sinlg - @).

kazdy minicykl moze by¢ umieszczony w wierzchotku
szedciokata [89]. Ostatecznie otrzymano model splecio-
nych minicykli DNA w postaci zwartej , kolczugi”, ktéry
wyijasnia dlaczego 5000 splecionych minicykli nie napre-
za poszczegolnych sktadowych i latwo rozposciera sie
na plaszczyznie [89]. W toku replikacji minicykle sa naj-
pierw odlaczane z centralnej czesci , kolczugi”, potem
replikowane w jednym z koficéw kinetoplastu, a nastep-
nie utworzone potomne minicykle sa wiaczane na brze-
gu ,kolczugi” [92]. W ten sposéb z sieci 5000 minicykli
powstaje struktura 10 000 minicykli, w ktérej prawdopo-
dobnie kazdy minicykl laczy sie z szeScioma innymi mi-
nicyklami i ktéra jest nastepnie rozdzielana na dwa po-
tomne kinetoplasty [92].

Analiza zmian topologii cyklicznego DNA w postaci
wezléw i splotéw jest bardzo wazna nie tylko z punktu
widzenia identyfikacji réznorodnych struktur DNA,
lecz takze rozpoznawania mechanizméw dzialania en-
zyméw. Do tego celu wykorzystuje sie metody wywo-
dzace sie wprost z topologii, np. model dzialania rezol-
wazy Tn3 przedstawiono jako dodawanie (2,2)-zaplo-
tow [lub (2,2)-supléw [50], ang. (2,2)-tangle]: zaplotu
substratu, zaplotu powodowanego przylaczeniem enzy-
mu przed reakcja i jednego lub kilku zaplotéw utworzo-
nych w wyniku jednokrotnego lub wielokrotnego dzia-
lania enzymu (rys. 9) [93—951.

©® & a

(L LN —= X (L ()

F - zaplot wolnego DNA

B - zaplot potaczenia z rekombinazg przed procescm
P - zaplot zmieniany w rekombinacji

R - zaplot po procesie rekombinacji

Rys. 9. Przykiad analizy enzymatycznej transformacji wezla
DNA metodg zaplotow (ang. tangles)

Fig. 9. An example of tangles method analysis of DNA knot
transformed enzymatically

Dodawanie (2,2)-zaplotéw bylo tez podstawa analizy
dzialania integrazy Int faga A oraz dwdch innych enzy-
mow z rodziny integraz: rekombinazy Cre faga P1 oraz
rekombinazy Flp drozdzy [96]. Na podstawie topologii
doswiadczalnie izolowanych wezléw i splotéw oraz
analizy wielu potencjalnie mozliwych (2,2)-zaplotéw us-
talono, ze integrazy dzialaja stereospecyficznie, a dziala-
nie nawet na naciety substrat prowadzi do powstania
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tylko jednego enancjomeru [96]. Wyjasniono takze dla-
czego chiralna reakcja moze prowadzi¢ do zmiany licz-
by przepleceri ALk o +2 [96].

Réwniez mniej rygorystyczna analiza zmian topolo-
gii cyklicznego DNA pod wplywem enzymu pozwala
na wyciaganie istotnych wnioskéw o mechanizmach re-
akcji enzymatycznych. Pokazano, ze integraza Int faga A
w reakcji rekombinacji Xer, moze katalizowaé¢ miedzy-
czasteczkowq rekombinacje jedynie wtedy, gdy sekwen-
cje miejsc rekombinacji ulozone antyréwnolegle (a nie
réwnolegle jak w przypadku T3n) znajduja sie na
dwdch sktadowych splotu torusowego [97]. W rekombi-
nacji Xer z [2]-splotéw o n = 4, 6, 8 i 10 skrzyzowaniach
powstaja sploty o n + 1 skrzyzowaniach [97].

Prawdopodobienistwo powstania struktur topologicz-
nych DNA

Wraz ze wzrostem liczby rozpoznanych nietrywial-
nych topologicznych struktur DNA pojawilo si¢ pytanie
o prawdopodobienstwo tworzenia takich struktur.
W 1992 r. Vologodskii i wspdlpr. [98] wykazali, ze meto-
da symulacji Monte Carlo uzyskuje si¢ wiarygodna pos-
ta¢ cyklicznego DNA w uktadzie superhelisy (por. tez
prace przegladowe [99, 100)]). Ustalili oni, Ze w warun-
kach malej gestosci superhelisy ¢ (6 = ALk/Lky — miara
zwiniecia superhelisy niezalezna od dlugosci DNA,
gdzie Lky i Lk) - ALk sa liczbami przeplecent wyjsciowego
i czgSciowo odwinietego cyklicznego DNA) wkiad czyn-
nika entropowego do wolnej energii Gibbsa postaci su-
perhelikalnej jest zaniedbywalnie maly w poréwnaniu
z udzialem czynnika entalpowego, podczas gdy w wa-
runkach duzej wartosci ¢ czynniki entropowy i entalpo-
wy sa poréwnywalne. Przechodzenie superhelisy DNA
w uklad wezla tréjlistnego 31 obserwowano w symula-
cjach powstawania superhelisy metoda dynamiki mole-
kularnej [101].

W 1993 r. prawdopodobienistwo powstawania wez-
léw DNA wyznaczyli Rybenkov, Cozzarelli i Vologod-
skii [102] metoda Metropolis Monte Carlo (MMC)
i poréwnali je ze stezeniami wezléw ztozonych z ok.
10 000 par zasad powstajacych w cyklizacji DNA faga
P4. Okazalo sie, ze konicowe stezenie wezlow roslo ze
stezeniem jonéw Na® i nie zalezalo ani od stezenia jo-
néw Li*, K* lub Cs™, ani od temperatury w zakresie
4—50°C. Podobne wyniki czestosci powstawania wez-
léw podczas cyklizacji liniowego dupleksu DNA zlozo-
nego z ok. 5600 i 8600 par zasad, w obecnosci NaCl
i MgCl,, uzyskali Shaw i Wang [103].

DNA w roztworze jest otoczone jednoimiennymi jo-
nami, ktére odpychajac sie wzajemnie zwickszaja efek-
tywna Srednice DNA; odpychanie to jest ekranowane.
Ze wzrostem mocy jonowej roztworu maleje efektywna
$rednica DNA i wzrasta prawdopodobieristwo utworze-
nia wezla. W symulacjach komputerowych generowano
cykliczne struktury DNA i poréwnywano udzial frakcji
wezléw danego typu w ogdlnej liczbie struktur cyklicz-

nych [102]. Zaobserwowano, ze prawdopodobiefistwo
powstania wezléw rosnie liniowo z dlugoscia DNA,
a maleje ze wzrostem stosunku grubosci do dlugosci
segmentow skladowych, z ktérych zbudowany byt mo-
del DNA [102].

Wplyw solwatacji na zachowanie weztéw DNA réw-
niez modelowano metoda Monte Carlo z zalozeniem, ze
struktura wezla polimerowego ma postaé zamknietej ta-
manej w kubicznej sieci oraz z przyjeciem okreslonego
potencjalu oddziatywania monomer6w, ktérego para-
metry symulowaty rézne wilasciwosci elektryczne oto-
czenia [104]. Wykazano, ze prawdopodobiefistwo utwo-
rzenia wezla z trzema przecigciami jest wieksze niz ut-
worzenia wezla z piecioma przecigciami, a to ostatnie
z kolei jest wieksze od prawdopodobienistwa powstania
wezla z wiecej niz siedmioma przecigciami. Ponadto,
prawdopodobienistwo utworzenia wezla DNA zwigksza
si¢ z dlugoscia larficucha polimeru oraz ze wzrostem
wlasciwosci elektrolitycznych rozpuszczalnika i tempe-
ratury [104].

Poréwnano takze okreslony doswiadczalnie rozklad
stezeri katenanéw DNA z prawdopodobienistwem ich
powstawania uzyskanym metoda Monte Carlo [105].
Wyznaczano przy tym frakcje katenanéw réznych ty-
péw zsyntetyzowanych na drodze cyklizacji liniowego
DNA faga P4 w obecnosci nadmiaru cyklicznego DNA
pAB4. Symulacje Monte Carlo prowadzono z zaloze-
niem, ze istnieje nadmiar cyklicznego DNA i katenacja
dwoch taficuchéw nie jest mozliwa, oraz ze mozna zig-
norowa¢ powstawanie [n>2]-ketananéw. Okazalo sie, ze
prawdopodobienistwo katenacji (liniowego DNA z DNA
superhelisy, a takze dwu superhelis DNA) maleje niemal
wykladniczo z gestoscia superhelisy ¢. Otrzymano tez
doskonatla zgodnosé przewidywari teoretycznych z wy-
nikami do$wiadczalnymi uwzgledniajacymi zaleznos¢
prawdopodobienstwa powstawania katenanu od steze-
nia jonéw Na”, Mgz+ ispermidyny3+. Zaobserwowano,
ze prawdopodobienistwo katenacji maleje ze spadkiem
stezenia kationéw — z jednej strony roénie efektywna
Srednica superhelisy, lecz z drugiej strony roénie takze
odleglos¢ pomiedzy koricami liniowego DNA. W rezul-
tacie maleje mozliwo$¢ spotkania zespalajacych si¢ (lep-
kich) koficéw (cohesive end) liniowego DNA i prawdopo-
dobiefistwo utworzenia splotu. Ponadto, dzigki modelo-
waniu stwierdzono, ze prawdopodobiefistwo katenacji
zalezy nie od liczby zwojéw superhelisy, a raczej od jej
wilasciwosci lokalnych.

Ksztalt sktadowych splotu w mikrograficznych kon-
turach turusowych katenanéw DNA (liczba skrzyzowan
do 18) nieznacznie zalezy od liczby skrzyzowan, nato-
miast odleglos¢ srodkéw cigezkosci mas sktadowych
splotu maleje monotonicznie ze wzrostem tej liczby
[106]. Dodwiadczalne funkcje rozkladu odleglosci rzu-
téw Srodkéw mas skladowych [2]-katenanéw [105] byty
nastepnie odtworzone teoretycznie [107]. Symulacja
splotéw DNA metoda MMC udowodnita [108], Ze
uéredniona liczba zwojéw <Wr> oraz doswiadczalna in-
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dukowana wartos¢ ALk (réznica Lk splotu DNA przed
i po cze$ciowym rozpleceniu i ponownym polaczeniu
nici) zaleza liniowo od liczby Lk [109]. Wykazano takze,
ze w przypadku ustalonej dtugosci 3500 par zasad sy-
metrycznych katenanéw DNA rozklad sredniej liczby
zwojow <Wr> zalezy od Lk; np. gdy Lk = 1 maksimum
przypada na <Wr>0, a gdy Lk = 29 to na <Wr>10,5.

Znajomo$¢ wartosci i znaku ALk okazala si¢ przydat-
nym narzedziem analizy wzajemnych zaleznosci liczb
Lk, Wr i Tw superhelisy [110]. Prawostronny (lewostron-
ny) splot DNA ma tez prawoskretny (lewoskretny) zwdj
superhelikalny. Jesli nici sktadowych katenanu zostang
rozplecione, zlaczone ponownie i jedna ze skladowych
zlinearyzowana, to pozostana superzwoje wlasciwe dla
katenanu, a chiralno$¢ splotu bedzie widoczna w rézni-
cy ALk [110]. Liniowa zalezno$é ALk od $redniej liczby
przeplecenn <Lk> wskazuje na to, ze helisa odkreca sie
o ok. 2/3 na jeden zwdj superhelisy, czyli skret helisy
wzrasta o 0,1 na kazde pieé¢ przeplecen katenanu (przyj-
muje sie, ze w przypadku liniowego DNA przypada 10,5
par zasad na jeden obrét helisy) [110].

Koncepcja weztow i splotéw idealnych

Topologie DNA mozna obserwowa¢ metodami mi-
kroskopii elektronowej, jest to jednak metoda droga
i wciaz trudno dostgpna w laboratoriach biochemicz-
nych. Dlatego tez wiele wysitku wlozono w elektrofore-
tyczng charakterystyke topologii DNA. Elektroforetycz-
na migracja i wspdlczynnik sedymentacji wezléw oraz
splotéw DNA zostaly skorelowane z parametrami opi-
sujacymi tzw. wezly i sploty idealne nawigzujace do
koncepcji idealnych figur platoriskich [111—116] (rys.
10). Charakterystyke geometryczng wezléw fizycznych
zastepuje sie obrazami torusa w R, Pojeciem wezla ide-
alnego okresla si¢ wezet o najmniejszym stosunku obje-
tosci do powierzchni [112], lub inaczej — najkrétsza za-
wezlona zamknieta tube stalej grubosci [113]. Wtedy sto-
sunek dlugosci wezla do grubosci tuby jest wielkoscia
stala, niezalezna od rzeczywistych wymiaréw fizyczne-
go wezla. W przypadku wezla 3; stosunek ten wynosi
16,33, a wezla 77 ok. dwa razy wiecej, czyli 32,76 [116].
Stosunek dlugosci do grubosci tuby jest tez nazywany
wzgledna dlugoscia wezla idealnego [113], a w pdZniej-
szych pracach takze energia grubosci wezla (thickness
energy of the knot) [114]. Identyczny parametr zostal réw-
nocze$nie wprowadzony przy okazji rozszerzania opisu
zachowania polimeréw liniowych do takiego, ktéry uw-
zglednia takze zachowanie polimeréw zawezlonych
[117].

Wezly idealne moga by¢ interpretowane jako figury
powstale dzieki uSrednieniu po czasie trajektorii
wezléw DNA wykonujacych ruchy stochastyczne [113].
Idealne wezly modelowano za pomoca metody MMC
[108] stosowanej do modelowania liniowego DNA. Bu-
dowano je ze 160 segmentéw réwnej dlugosci i ,,zamy-
kano” w wirtualnej, nieprzenikalnej tubie stalej grubos-
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Rys. 10. Korelacja elektroforetycznej ruchliwosci (ER) wezlow
DNA ze sredniq liczbg skrzyzowar wezlow idealnych (<Lk>)
w zelu agarowym [116]. Reprodukcja za zgodq 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. Nastepnie grubo$é tuby zwiekszano jednorodnie do
pierwszego kontaktu ze $ciana jakiegokolwiek innego
ramienia wezla (tuby). Nowa konfiguracje wezla otrzy-
mywano poprzez stochastyczne wstrzasy segmentéw
skltadowych wezla az do chwili osiagniecia maksymal-
nej grubosci tuby [111—114]. Dotychczas nie znaleziono
geometrycznych wzoréw okreslajacych wezly idealne,
chociaz znane sa warunki konieczne, jakie musi spetniaé
ta klasa obiektow [118], a numeryczne znalezienie opty-
malnego ksztaltu [119], nawet najprostszego wezla tréj-
listnego, jest nadal zadaniem bardzo zlozonym [120].
Rysunek 11 przedstawia uzyskana dzieki zastosowaniu
algorytmu SONO Pieranskiego ewolucje wezla tréjlist-
nego, az do osiagniecia konfiguracji idealnej [116, 119].

Aby scharakteryzowac idealne wezly, wprowadzono
pojecia usrednionej liczby zwojow (<Wr>} i usrednione;j
liczby skrzyzowan (<Lk>), gdzie liczby skrzyzowan ide-
alnego wezla usrednia sie po wszystkich projekcjach sfe-
ry na plaszczyzne. W przypadku liczby <Wr> uwzgled-
nia sie znaki + oraz —, a w przypadku <Lk> uwzglednia
sie tylko znak + [112]; liczby te nie sa calkowite.

Liczba <Wr> wskazuje o ile wiecej jest Srednio zwi-
nie¢ w jedna ze stron: prawa czy lewa [113]. W przypad-
ku weztéw achiralnych (41, 63, 813, plaski 31#-3y, 41#4)
liczba <Wr> okazala sie bliska lub réwna zeru, nato-
miast w odniesieniu do rodzin weztéw torusowych (3,
51, 71,...), skreconych z parzysta (41, 61, 81,...) lub z niepa-
rzysta (52, 72, 9,...) liczba skrzyzowan wykazywata ona
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Rys. 11. Uzyskana dzigki zastosowaniu algorytmu SONO
Pieraniskiego ewolucja wezla tréjlistnego az do osiggnigcia
konfiguracjiidealnej [116, 119]. Rys. 11 publikowany za zgodq
prof. P. Pieratiskiego, jest identyczny z tym, ktéry mozna zna-
lei¢ na stronie internetowej http://fizyka phys.put.poznan.plf
~pieranskifldealKnots.html.

Fig. 11. Evolution of a trefoil knot towards its ideal configura-
tion obtained by using Pierafiski’'s SONO algorithm [116,
119]. The figure is identical with that at the prof. Pieratiski’s
internet site (http:[/fizyka.phys.put.poznan.pl/~pieranski/
IdealKnots.html. Reproduced with permission of prof. P. Pie-
raiski

liniowa zmienno$é z topologiczna liczba skrzyzowan.
Srednie liczby zwojéw sa statystycznie identyczne
w przypadku konfiguracji réwnowagowych weztéw
DNA sktadajacych sie z 1800 i 5400 par zasad modelo-
wanych metoda MMC [112, 113]. Idealne wezly zlozone
charakteryzuja sie liczba <Wr> réwna sumie liczb <Wr>
wezléw skladowych [113], aczkolwiek, ogdlnie biorac,
liczba zwojéw nie powinna by¢ addytywna [61, 113].
Wykazano [114], ze istnieje zaleznoé¢ pomiedzy przewi-
dywana usredniona liczba zwojéw idealnego wezla
(PWr), doskonale korelujaca z <Wr>, a niezmiennikami
topologicznymi wezléw topologicznych, mianowicie
PWr=w+3/7(wy-w,) = 10/7Awy + 4/7Aw,, gdzie w —
suma skrzyzowan wzietych ze znakiem + albo - (liczba
Taita lub topological writhe [95, 114]), w, — liczba pro-
wadzaca do przeksztalcenia wezla w cykl [nullifying
(smoothing) writhe], w, = w - w, — liczba pozostalych
zwojow (remaining writhe). Czynnik 3/7 byt najpierw od-
gadniety z procedur statystycznych, a potem wyprowa-
dzony z réwnan zakladajacych réwnosé PWr réznych
wezléw topologicznych (ktérych warto$ci <Wr> byly
bliskie sobie) [114]. Zalezno$¢ pomiedzy PWr, w, oraz w,
wskazuje takze, ze PWr musi zmieniaé¢ si¢ kwantowo
o czynnik 2/7.

Liczba <Lk>, nieujemna i zawsze wigksza od usred-
nionej liczby zwojéw, koreluje liniowo ze stosunkiem
dlugosci do grubosci wezla idealnego. W przypadku
modelowanych metoda MMC konfiguragji réwnowago-
wych wezléw DNA skladajacych sie z 1800 i 5400 par
zasad, liczby <Lk> sa rézne, jednak koreluja liniowo
z odpowiednimi liczbami wyznaczonymi w odniesieniu
do wezléw idealnych [112, 113]. Liczba <Lk> koreluje
z ruchliwoscia elektroforetyczna wezléw DNA [111].

Idealizacje postaci geometrycznej katenanéw DNA
przeprowadza sie analogicznie [121]. Udowodniono, ze

idealne [2]-katenany DNA wykazuja liniowe korelacje
pomiedzy ruchliwo$cia elektroforetyczna a liczbg <Lk>
oraz pomiedzy liczba <Lk> i stosunkiem dlugosci splotu
do grubosci tuby [121], analogiczne do korelacji wyste-
pujacych w przypadku weztéw [111—114]. Jest rzecza
interesujaca, ze idealna struktura splotu 512 to taka,
w ktorej stosunek dlugosci jednej skltadowej do drugiej
wynosi 1:1, lecz korelowano w tym przypadku strukture
o najlepszym rozkladzie dlugosci sktadowych, czyli ok.
2:1 [114]. Stosunek dlugosci 2:1 w odniesieniu do splo-
téw karbynowych 512 jest bliski stosunkowi, w ktérym
sploty tego typu osiagaja minimalna energie [35]. Kore-
lacje zaleza od wzajemnej dlugosci skladowych — wy-
kazuja odmienne nachylenie, gdy stosunek dlugosci
skladowych splotu wynosi 1:1, a inne gdy jest réwny 5:1
[121]. Zaburzenie liniowosci korelacji pozwolito na roz-
poznanie ukladéw uznawanych wczesniej [122—125] za
najprostsze katenany jako swiezo replikowane DNA
w postaci hemikatenanéw, w ktdrych splecione sa tylko
pojedyncze nici dwéch cyklicznych duplekséw DNA
[121].

Konstruujac nieskoriczone rodziny wezléw, matema-
tycy udowodnili jednak [126], ze zaleznos¢ dlugosci
wezla od wartosci <Lk> moze zmieniac¢ sie wykladniczo
z wykladnikiem od 3/4 do 1 oraz, ze 3/4 jest najmniej-
szym z takich wykladnikéw. Ponadto wykazano [127],
ze stosunek dlugosci wezla do grubosci tuby moze
zmienia¢ sie proporcjonalnie do 0,75 warto$ci <Lk>. Po-
nowna analiza $redniej liczby skrzyzowan w przypadku
wezléw idealnych wykazata [112], Ze zmienia sie ona
wraz z topologiczna liczba skrzyzowan wykladniczo
z warto$cia wykladnika 1,2, natomiast w odniesieniu do
wezldéw gietkich (flexible knots) o ustalonej dtugosci, war-
tos¢ wykladnika wynosi 0,5 [128]. Co wigcej, <Wr>
wezléw idealnych i weztéw gietkich zmienia sie liniowo
z topologiczna liczba skrzyzowar, lecz z ré6znym nachy-
leniem w zaleznosci od typu wezla [128], analogicznie
do przewidywan pracy [114].

PODSUMOWANIE

Na naszych oczach rodzi sie nowa dziedzina chemii
— chemia struktur topologicznych, ktéra w ciagu wielu
lat byla traktowana jako czysto spekulatywna i ignoro-
wana przez zasadniczy nurt chemii. Jedna z pierwszych
prac dyskutujacych mozliwosé syntezy zwiazkéw topo-
logicznych czekala ponad 30 lat na publikacje [129, 130].

Jak to sig zdarzalo wczesniej w historii nauki, pomoc
przyszla z dziedziny pokrewnej — biologii molekular-
nej. Pierwsze syntezy katenanéw byly wprawdzie
przeprowadzone przez ,czystych”chemikéw [5—7], mi-
mo to prawdziwie dynamiczny rozwéj omawianej dzie-
dziny nastapil dopiero po odkryciu powszechnosci
struktur topologicznych wéréd izomeréw cyklicznego
DNA. Mozna powiedzie¢, ze od tego czasu chemia topo-
logiczna prébuje nadazy¢ za dynamicznym rozwojem
biochemii topologicznej. Blyskotliwa idea pierwszej syn-
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tezy zwiazku o strukturze wezla tréjlistnego [9] opiera
si¢ w istocie na sposobie tworzenia si¢ wezléw DNA.
Reakcja ta wykorzystuje efekt helikoidalnego utozenia
ligand6éw wokél atomu(éw) metali przejsciowych, dzie-
ki czemu po cyklizacji otrzymuje sie strukture wezlta 3,
(w razie innej charakterystyki geometrycznej ligandéw
— takze splotéw [12]).

Przyklad6w wezléw i splotéw (katenanéw) DNA jest
nieskoniczenie wiele [51—97]. Przemiany jednych
w drugie sa zrédlem wiedzy nie tylko o strukturze
DNA, ale takze o mechanizmach dzialania enzymoéw
zmieniajacych topologie DNA — topoizomeraz [9]. Co
wiecej, dzigki pomocy czysto matematycznej techniki
(2,2)-zaplotéw mozna szczegdlowo analizowaé¢ mecha-
nizm dzialania enzymu [93—96] i przenosi¢ wnioski na
jego dzialanie w przypadku niecyklicznego DNA.

Material DNA jest inspirujacy takze w odniesieniu
do fizyki polimerow. Wprawdzie symulacje komputero-
we wezléw i splotéw DNA maja na celu gtéwnie odtwo-
rzenie sytuacji opisywanych w biologii molekularnej,
lecz stosuja sie takze do zagadnien niebiologicznych —
fizyki polimeréw cyklicznych [98—110]. W istocie, tylko
na gruncie chemii polimeréw mozna prowadzié synteze
zwiazkéw topologicznych o takim stopniu zlozonosci,
jaka znana jest z biologii molekularnej. Im wieksza licz-
be skrzyzowan ma struktura topologiczna tym bardziej
rodnie jej energia calkowita i tym dluzsza musi by¢ jej
czasteczka, aby nie rozerwala sie ona w wyniku napre-
zen [31—40]. Dlatego, najprawdopodobniej nigdy nie
zostanie zsyntetyzowana czasteczka wezla pierwszego
o 10 skrzyzowaniach, ktéra nie jest jednoczesnie makro-
czasteczka. Problem taki otwiera tez ogromna prze-
strzett przed zagadnieniami izomerii gdyz, jedli zignoru-
jemy chiralnos¢, istnieje 165 réznych weztéw pierw-
szych o 10 skrzyzowaniach i 14 weztéw zlozonych [50].

Na koniec warto wspomnie¢ o stworzonej przez bio-
logéw i fizykow koncepcji wezidéw i splotéw idealnych
[111—116, 118—120, 128], w rozwoju ktérej wiodaca role
odgrywaja naukowcy polscy A. Stasiak i P. Pierariski.
Koncepcja ta nawiazuje do tradycji figur platoriskich —
wezly i sploty maja postacie zamknietych tub o mini-
malnym stosunku dlugosci do Srednicy tuby. Wiasci-
wosci wezldéw i splotéw idealnych znakomicie koreluja
z ruchliwoscia elektroforetyczna oraz wspdlczynnikiem
sedymentacji wezlow DNA [111, 115, 119]. Co wigcej,
wezly idealne staly sie tez przedmiotem badan geome-
trii i fizyki [116, 118, 119, 126—128].

Wyrazam wdzigcznos¢ Panu prof. dr. hab. Piotrowi Pie-
rariskiemu z Wydziatu Fizyki Politechniki Poznatiskiej i Ins-
tytutu Fizyki Molekularnej w Poznaniu za umozliwienie mi
zapoznania sig z tredcig ksigzki ,Ideal Knots”, jak réwniez za
zgode na publikacje rys. 12 z jego strony internetowe;j.

Dzickuje serdecznie Pani prof. dr hab. Joannie Sadlej
z Wydzialu Chemii UW oraz z Narodowego Instytutu
Zdrowia Publicznego, Panom prof. dr. hab. Aleksandrowi P.
Mazurkowi z Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego,
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szewskiemu z Instytutu Chemii i Techniki Jadrowej oraz z In-
stytutu — Centrum Onkologii za wnikliwe przedyskutowanie
tresci artykutu.

LITERATURA

[1] Berzelius J. J.: Ann. Phys. Chem. 1830, 19, 305—335. [2]
Slanina Z.: ,,Contemporary Theory of Chemical Isomerism”,
Academia, Praga 1986. [3] Dodziuk H.: ,Modern Conformatio-
nal Analysis, Elucidating Novel Exciting Molecular Structu-
res”, VCH, Nowy Jork 1995. [4] Rouvray D. H.: Chem. Soc. Rev.
1974, 3, 355. [5] Wasserman E.: . Am. Chem. Soc. 1960, 82, 4433.
[6] Frish H. L., Wasserman E.: ]. Am. Chem. Soc. 1961, 83, 3789.
[7]1 Wasserman E.: Sci. Amer. 1962, 207, 94. [8] Walba D. M.,
Richard R. M., Halttiwanger R. C.: ]. Am. Chem. Soc. 1982, 104,
3219. [9] Dietrich-Buchecker C. O., Sauvage J.-P.: Angew. Chem.,
Int. Ed. Engl. 1989, 28, 189. [10] Walba D. M.: Tetrahedron 1985,
41, 3161.

[11] Dietrich-Buchecker C. O., Sauvage J.-P.: Chem. Rev.
1987, 87, 795. [12] Sauvage J.-P.: Acc. Chem. Res. 1990, 23, 319.
[13] Anieli P. L. i in.: J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 193. [14]
Amabilino D. B., Stoddart J. F: Chem. Rev. 1995, 95, 2725. [15]
Iohradsky M. B., Raymo F. M., Stoddart J. F.: Collect. Czech.
Chem. Commun. 1997, 62,527. [16] Chambron J.-C., Dietrich-Bu-
checker C. O., Sauvage J.-P.: Top. Curr. Chem. 1993, 165, 131. [17]
Suffczynski M.: Pol. J. Chem. 1995, 69, 157. [18] Dietrich-Bu-
checker C. O., Rapenne G., Sauvage J.-P.: Coord. Chem. Rev.
1999, 185/186, 167. [19] Breault G. A., Hunter C. A., Mayers
P. C.: Tetrahedron 1999, 55, 5265. [20] Swiegers G. F.,, Malefetse
T. J.: Chem. Rev. 2000, 100, 3483.

[21] Mueller J. E., Du S. M., Seeman N. C.: . Am. Chem. Soc.
1991, 113, 6306. [22] Seeman N. C.: Mol. Eng. 1992, 2, 297. [23]
Du S. M., Seeman N. C.: J. Am. Chem. Soc. 1992, 114, 9652. [24]
Seeman N. C. i in.: New . Chem. 1993, 17, 739. [25] Du S. M.,
Seeman N. C.: Biopolymers 1994, 34, 31. [26] Du S. M., Wang H.,
Tse-Dinh Y.-C., Seeman N. C.: Biochemistry 1995, 34, 673. [27]
Du S. M,, Stollar B. D., Seeman N. C.: . Am. Chem. Soc. 1995,
117, 1194. [28] Seeman N. C.: Tib. Tech. 1999, 17, 437. [29] See-
man N. C.: Nano Lett. 2001, 1, 22. [30] Yan H., Zhang X., Shen
Z.,Seeman N. C.: Nature 2002, 415, 62.

[31] Dobrowolski J. Cz., Mazurek A. P.: . Phys. Chem. A
1998, 102, 5260. [32] Dobrowolski J. Cz., Mazurek A. P.: Pol. ].
Chem. 1998, 72, N. 7S, 1593. [33] Dobrowolski J. Cz., Mazurek
A.P:Int. . Quantum. Chem. 1998, 70, 1009. [34] Dobrowolski J.
Cz., Mazurek A. P.: J. Mol. Struct. 1999, 482/483, 339. [35] Do-
browolski J. Cz., Mazurek A. P.: Int. |. Quant. Chem. 1999, 75,
839. [36] Dobrowolski J. Cz., Mazurek A. P.: Int. . Quantum.
Chem. 2000, 80, 1087. [37] Dobrowolski J. Cz., Mazurek A. P:
J. Mol. Struct. 2001, 563/564, 309. [38] Dobrowolski J. Cz., Ma-
zurek A. P.: Chem. Phys. Lett. 2001, 348, 60. [39] Dobrowolski J.
Cz.: ]. Chem. Inf. Comp. Sci. 2002, 42, 490. [40] Dobrowolski
J. Cz., Jamréz M. H.: praca w przygotowaniu.

[41] Salecki J., Piechal A.: ,Liny, wezly, sploty”, Wyd. Jun-
ga, Warszawa 1995. [42] Burda: ,,Szycie to takie latwe”, Muza
SA, Warszawa 1996. [43] Sacha M., Siewicki A.: ,Maly prak-
tyczny poradnik z ilustracjami. Jak wiaza¢ krawaty”, Wyd.
Kwiecinski, Kielce 1998. [44] Cieglifiski P.: Gazeta Wyborcza, 10
marca 1999. [45] Bain I.: ,Celtic knotwork”, Constable and
Company Ltd., Londyn 1998. [46] Tsultem N.: ,, Development



POLIMERY 2003, 48, nr 1

15

of the Mongolian National Style Painting »Mongol Zurag« in
Brief”, State Publishing House, Utan-Bator 1986. [47] Mislow
K., Liang C.: Croat. Chem. Acta 1996, 69, 1385. [48] Walba D. M.:
»Stereochemical Topology” w ,,Chemical Application of Tech-
nology and Graph Theory” (red. King R. B.), Elsevier, Amster-
dam 1983, str. 17—23. [49] Rolfsen D.: , Knot and Links”, Pub-
lish or Perish, Inc., Wilmington (USA) 1976. [50] Przytycki J.
H.: ,Wezly. Podejscie kombinatoryczne do teorii weztéw”,
SCRIPT, Warszawa 1995.

[51] Vinograd J., Bruner R., Kent R., Weigle J.: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 1963, 49, 1902. [52] Vinograd J., Lebowitz J.,
Radloff R., Watson R., Laipis P.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1965,
53, 1104. [53] Stryer L.: ,Biochemia”, PWN, Warszawa 1999.
[54] Wang J. C., Schwartz H.: Biopolymers 1967, 5, 953. [55] Hud-
son B., Vinograd ].: Nature 1967, 216, 647. [56] Clayton D. A,
Vinograd J.: Nature 1967, 216, 652. [57] Wasserman S. A., Coz-
zarelli N. R.: Science 1986, 232, 951. [58] White J. H., Millett K.
C., Cozzarelli N. R.: |. Mol. Biol. 1987, 197, 585. [59] Wang ]. C.:
Annu. Rev. Biochem. 1996, 65, 635. [60] Fuller F. B.: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 1971, 68, 815.

[61] Fuller FE. B.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1978, 75, 3557.
[62] White J. H.: Am. ]. Math. 1969, 9, 693. [63] White J. H.,
Cozzarelli N. R., Bauer W. R.: Science 1988, 241, 323. [64] Depew
R. E., Wang J. C.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1975, 72, 4275. [65]
Pulleyblank D. E., Shure M., Tang D., Vinograd J., Vosberg
H.-P.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1975, 72, 4280. [66] Geider K.,
Hoffman-Berling H.: Ann. Rev. Biochem. 1981, 50, 233. [67] Gel-
lert M.: Ann. Rev. Biochem. 1981, 50, 879. [68] Dean F., Krasnov
M. A,, Otter R, Matzuk M. M., Spengler S. J., Cozzarelli N. R.:
Cold Spring Harb. Symp. Quant Biol. 1982, 47, 769. [69] Mizuuchi
K., Gellert M., Weisberg R. A., Nash H. A.: ]. Mol. Biol. 1980,
141, 485. [70] Mizuuchi K., Fisher L. M., O’Dea M. H., Gellert
M.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1980, 77, 1847.

[71] Kreuzer K. N., Cozzarelli N. R.: Cell 1981, 20, 245. [72]
Read R. R.: Cell 1981, 25, 713. [73] Read R. R, Grindley N. D. E::
Cell 1981, 25, 721. [74] Krasnow M. A., Cozzarelli N. R.: Cell
1983, 32, 1313. [75] Brown P. O., Cozzarelli N. R.: Science 1979,
206, 1081. [76] Wasserman S. A., Cozzarelli N. R.: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 1985, 82, 1079. [77] Krasnov M. A., Stasiak A.,
Spengler S. ., Dean F. B, Koller T., Cozzarelli N. R.: Nature
1983, 304, 559., [78] Wasserman S. A., Dungan J. M., Cozzarelli
N. R.: Science 1985, 229, 171. [79] Dean F. B., Stasiak A., Koller
T., Cozzarelli N. R.: . Biol. Chem. 1985, 260, 4975. [80] Dean F.
B., Cozzarelli N. R.: . Biol. Chem. 1985, 260, 4984.

[81] Crisona N. J., Kanaar R., Gonzalez T. N., Zechiedrich
E. L., Klippel A., Cozzarelli N. R.: J. Mol. Biol. 1994, 243, 437.
[82] Spengler S. J., Stasiak A., Cozzarelli N. R.: Cell 1985, 42,
325. [83] Sogo J. M., Stasiak A., Martinez-Robles M. L., Krimer
D. B., Hernandez P,, Schvartzman J. B.: J. Mol. Biol. 1999, 286,
637. [84] Brewster S., Aslett M., Barker D. C.: Parasitology Today
1998, 14, 437. [85] Simpson L.: Annu Rev. Microbiol. 1987, 41,
363. [86] Ryan K. A., Shapiro T. A., Rauch C. A, Englund P. T.:
Annu Rev. Microbiol. 1988, 42, 339. [87] Ryan K. A., Shapiro T.
A., Rauch C. A, Griffith J. D., Englund P. T.: Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 1988, 85, 5844. [88] Shapiro T. A.: Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 1993, 90, 7809. [89] Chen J., Rauch C. A., White J. H.,
Englund P. T., Cozzarelli N. R.: Cell 1995, 80, 61. [90] Rauch
C. A,, Perez-Morga D., Cozzarelli N. R., Englund P. T.: EMBO
].1993, 12, 403.

[91] Shapiro T. A., Englund P. T.: Annu. Rev. Microbiol. 1995,
49, 117. 192] Chen J., Englund P. T., Cozzarelli N. R.: EMBO ].
1995, 14, 6339. [93] Ernst C., Sumners D. W.: Math. Proc. Camb.
Phil. Soc. 1990, 108, 489. [94] Sumners D. W., Ernst C., Spengler
S. ]., Cozzarelli N. R.: Quart. Rev. Biophys. 1995, 28, 253. [95]
Murasugi K.: , Knot Theory and Its Applications”, Birkhduser,
Boston-Bazylea-Berlin 1996. [96] Crisona N. J., Weinberg R. L.,
Peter B. J., Sumners D. W., Cozzarelli N. R.: ]. Mol. Biol. 1999,
289, 747. [97] Bath ]., Sherratt D. J., Colloms S. D.: J. Mol. Biol.
1999, 289, 873. [98] Vologodskii A. V., Levene S. D., Klenin K.
V., Frank-Kamentskii M., Cozzarelli N. R.: J. Mol. Biol. 1992,
227,1224. [99] Schlick T.: Curr. Opin. Struct. Biol. 1995, 5, 245.
[100] Olson W. K.: Curr. Opin. Struct. Biol. 1996, 6, 242.

[101] Schlick T., Olson W. K.: Science 1992, 257, 1110. [102}
Rybenkov V. V., Cozzarelli N. R., Vologodskii A. V.: Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 1993, 90, 5307. [103] Shaw S. Y., Wang J. C..
Science 1993, 260, 533. [104] Tesi M. C., Janse van Rensburg E. J.,
Orlandini E., Sumners D. W., Whittington S. G.: Phys. Rev. E.
1994, 49, 868. [105] Rybenkov V. V., Vologodskii A. V., Cozza-
relli N. R.: J. Mol. Biol. 1997, 267, 312. [106] Levene S. D., Dona-
hue C., Boles C., Cozzarelli N. R.: Biophys. J. 1995, 69, 1036.
[107] Otto M., Vilgis T. A.: Phys. Rev. E. 1998, 80, 881. [108]
Metropolis N., Rosenbluth A. W., Rosenbluth M. N., Teller A.
H., Teller E.: ]. Chem. Phys. 1953, 21, 1087. [109] Vologodskii A.
V., Cozzarelli N. R.: ]. Mol. Biol. 1993, 232, 1130. [110] Wasser-
man S. A., Cozzarelli N. R.: Nature 1988, 334, 448.

[111] Stasiak A., Katricht V., Bednar J., Michoud D., Dubo-
chet J.: Nature 1996, 384, 122. [112] Katricht V., Bednar J., Micho-
ud D., Scharein R. G., Dubochet J., Stasiak A.: Nature 1996, 384,
142. [113] Katritch V., Olson W. K., Pieranski P, Dubochet J.,
Stasiak A.: Nature 1997, 388, 148. [114] Cerf C., Stasiak A.: Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 2000, 97, 3795. [115] Vologodskii A. V.,
Crisona N., Laurie B., Pieraniski P., Katritch V., Dubochet J.,
Stasiak A.: J. Mol. Biol. 1998, 278, 1. [116] Stasiak A., Dubochet
J., Katritch V., Pieranski P.: ,Ideal Knots and their Relation the
Physics of Real Knots” w ,Ideal Knots”(red. Stasiak A., Kat-
ritch V., Kauffman L. H.), Series on Knots and Everything t. 19.,
World Scientific, Singapur-New Jersey-Londyn-Hong Kong
1998. [117] Grosberg A. Y., Feigel A., Rabin Y.: Phys. Rev. E.
1996, 54, 6618. [118] Gonzalez O., Maddocks J. H.: Proc. Natl.
Acad. USA 1999, 96, 4769. [119] Pieranski P.: ,,In Search of Ideal
Knots” w ksiazce [116] str. 20 [120] Pieranski P., Przybyl S.:
Phys. Rev. E. 2001, 64, 031801-1.

[121] Laurie B., Katritch V., Sogo J., Koller T., Dubochet J.,
Stasiak A.: Biophys. ]. 1998, 74, 2815. [122] Sundin O., Varshav-
sky A.: Cell 1980, 21, 103. [123] Sundin O., Varshavsky A.: Cell
1981, 25, 659. [124] Adams D. E., Shekhtman E. M., Zechiedrich
E. L., Schmid M. B., Cozzarelli N. R.: Cell 1992, 71, 277. [125]
Ullsperger C. J., Vologodskii A. V., Cozzarelli N. R.: ,,Unlinking
of DNA by Topoisomerases During DNA Replication”
w ,Nucleic Acids and Molecular Biology”, t. 9., str. 115—142
(red. Eckstein F,, Lilley D. M. ].), Springer, Berlin-Nowy Jork
1995. [126] Cantarella J., Kusner R. B., Sullivan J. M.: Nature
1998, 392, 237. [127] Buck G.: Nature 1998, 392, 239. [128] Hu-
ang J.-Y., Lai P.-Y.: Phys. Rev. E. 2001, 63, 021506-1. [129] Walba
D. M.: New . Chem. 1993, 17, 618. [130] van Gulick N.: New
J. Chem. 1993, 17, 619.



