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1967: pierwsze badania majace na celu wykazanie, ze biatka maja zdolnos¢ wigzania sig ze
specyficznymi sekwencjami DNA.

Otto G. Berg, Robert B. Winter, and Peter H. von Hippel, Diffusion-Diivern Mechanisims of Protein Translocation
on Nucleic Acids, Biochemistry vol. 20, 1981, part 1 pp 6929-6948, part 2 pp 6948-6960, part3 pp 6961-6977

The Journal of Biological Chemistry, 264:675-678 (1989)
Peter H. von Hippel and Otto G . Berg
Minireview: Facilitated Target Location in Biologicai Systems

W 1970 roku Riggs 1 wsp.* podali, ze represer lac** w Escherichia coli, wigzacy sie
z DNA A invitro (50 kb) zdawat sie znajdowaé¢ swoje miejsce docelowe (operator) w
DNA z szybkosScia az 1000-krotnie wieksza (7x10° M-*-s™*) niz gorna granica
oszacowana dla proces kontrolowany dyfuzja z udziatem makroczasteczek tej
wielkosci. Ta obserwacja zaskoczyta i zaintrygowata wielu biologéw molekularnych
I biochemikdw zajmujacych sie fizyka, a takze zapoczatkowata lawine artykutow
teoretycznych i eksperymentalnych majacych na celu wyjasnienie tej mozliwosci.

*Riggs, A.D., Bourgeois, S. and Cohn, M., The lac **Represor lac (Lacl) to biatko wigzace sie to DNA, ktére po przytaczeniu
repressor-operator interaction. 3. Kinetic studies. sie do DNA hamuije ekspresje genow kodujacych biatka biorgce udziat w
J. Mol. Biol. 53:401-417 (1970) metabolizmie laktozy u tej bakterii (wikipedia).



Co ogranicza szybkosS¢ reakcji?

Szybkosé¢ reakcji biologicznych, podobnie jak zwyktych proceséw chemicznych, jest w zasadzie
ograniczona szybkoscia, z jaka dyfuzja moze zblizy¢ reagenty do siebie. Zatem maksymaina szybkos¢
reakcji zalezy od szybkosci tworzenia komplekséw spotkaniowych przez molekuty uczestniczace w
reakcji, co dla bimolekularnego potaczenia dwéch réownomiernie reaktywnych czasteczek kulistych (A i B)
odpowiada granicy Smoluchowskiego [in M™ s™]

kencounter:4 J-':<DA+DB)(T'A'l-r‘B) ZVA/] OOO

Rzeczywiste szybkosSci asocjacji lub reakcji molekularnych odibiegaja zwykle od szybkosci
przewidywanych dla czasteczek o ekwiwalentynych rozmiarach, przewidywanych na podstawie prostej
zaleznosci Smoluchowskiego, z wielu powodoéw:

(I) cate powierzchnie czasteczek nie sg na og6t jednolicie reaktywne;

(if) moga istnie¢ elektrostatyczne sity przyciagajgce lub odpychajace, ktéie alibo zwiekszajq, albo
zmniejszaja szybkos¢ asocjacji prestei poprzez dyfuzje;

(iii) czastki reaktywne moga nie by¢ kuliste (asymetria molekularna zazwyczaj zmniejsza szybkos$¢
dyfuzji); |

(iv) odlegtosé oddziatywania moze réozni< sie od sumy promieni hydrodynamicznych oddziatujacych
czastek.

Aspekty te skutkuja zmodytikowanym réwnaniein Smoluchowskiego,

K,..=4nxaf(D,+Dgz)N ,/1000

gdzie « jest bezwymiarowym parametrem interakcji okreslonym przez utamki powierzchni czastek A i B,
ktére sa reaktywne, a jest odlegioscia interakcji (w cm), f jest bewymiarowym wspoétczynnikiem
odzwierciedlajagcym wzrost lub spadek czestosci zderzen dyfuzyjnych w wyniku elektrostatycznego
przyciaganie lub cdpychanie oddziatujacych czasteczek, a D. i Ds sg rzeczywistymi statymi dyfuzji
oddziatujgcych czagstek (zazwyczaj niesferycznych).

Uzywajac rozsadnych szacunkéw parametréw powyzszego rownania, okazuje sie, ze oddziatywanie
represora lac z jego celem operatorowym w duzej czasteczce DNA wynosi w przyblizeniu 102 M™ s™. Dla
kontrastu Riggs i in. zmierzyli, a inni potwierdzili, ze Kassoc dla oddziatywania represora lac z jego
docelowym operatorowym miejscem na czasteczce DNA faga A (50 000 par zasad) moze wynosi¢ do

10 pM-1 -1
5x10° M™ s™% P. H. von Hippel and O. G . Berg, J. Biol. Chem. 264:675-678 (1989)



Specjalne cechy oddziatywania DNA-biatko: Nieswoiste wigzanie przyspiesza
lokalizacje celu na DNA

Wydaje sie, ze tworzenie kompleksoéw posrednich pomiedzy niespecyficznymi miejscami
wigzania ha DNA a przychodzacym biatkiem regulatorowym przyspiesza \okalizacje celu. Jak to
mozliwe? Rysunek ponizej sugeruje dwa ogodlne sposoby tworzenia niiespecyficzneqgo
kompleksu, ktére moga w zasadzie zwiekszy¢ szybkos$¢ lokalizacji docelowe) sekwencji DNA.
NazwaliSmy te dwa mechanizmy ,Slizganiem” i ,przenoszeniem miedzysegmentowyim”. QObydwa
obejmuja dyfuzje biatka w stanie zwigzania niespecyficziego, a zatem skuiecznie zmniejszaja
objetos¢ obszaru, ktory musi by¢ ,,przeszukiwany przez biatko w celu znalezienia jego
regulatorowego celu na DNA?”. Slizganie zostato po raz pierwszy zaproponowane w sposoéb
ogoblny przez Adama i Delbrucka jako mechanizm utatwiajgcy lokalizacje celu dyfuzyjnego.
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P. H. von Hippel and O. G . Berg, J. Biol. Chem. 264:675-678 (1989) Transter



Specjalne cechy oddziatywania DNA-biatko: Slizganie sig biatek po DNA

Proces Slizgania sie biatka po DNA mozna postrzegac jako ferme
sjednowymiarowej” dyfuzji biatka wzdtuz konturu DNA. Aby proces ten zadziatat,
wymagana jest aby bariera aktywacyjna dla translokacji biatka wzdtuz

DNA w stanie niespecyficznie zwiazanym byta mata w poréwnaniu z energiami
cieplnymi (KT; 0,6 kcal/mol w temperaturach fizjologicznych). Wymaga to
stosunkowo zdelokalizowanego typu wigzania biatek z DNA; Wydaje sie, ze
oddziatywania fadunek-tadunek zapewniaja odpowiednia energie swobodng
wigzania spethiajaca ten warunek.

P. H. von Hippel and O. G . Berg, J. Biol. Chem. 264:675-678 (1989)



Stephen E. Halford, An end to 40 years of mistakes in DNA-protein association
kinetics? Biochem. Soc. Trans. 37:343-348 (2009)

Biatka, ktGre wigza sie ze specyficznymi sekwencjami w dtugich czasteczkach DNA, musza
zlokalizowac¢ swoje miejsca docelowe wsrdd niezliczonych alternatywnych sekwencji i
robia to z zadziwiajgco duza szybkoscia, czasami siegajaca 10 M : s, W zwiazku z tym
utrwalit sie powszechny poglad, ze wigzanie z okreslcnymi miejscami DNA moze
przekroczy¢ maksymalng szybkosé¢ dyfuzji 3D (trojwymiarowe)) przez roztwaor i ze mozna
to wyttumaczy¢€ jedynie zmniejszeniem w wymiarowosci poszukiwania celu poprzez
jednowymiarowa dyfuzje (lub ,,Slizganie sie") wzdtiz konturu DNA.

Pokazemy tutaj, ze w rzeczywistosci nie jest znany przyktad wigzania biatka z okreSlonym
miejscem DNA z szybkoscia przekraczajaca granice dyfuzji i ze szybkos¢ tych reakcji
wynika gtéwnie z oddziatywan elektrostatycznych pomiedzy przeciwnie natadowanymi
czasteczkami.

Zeostanie rowniez pokazane, ze wirew powszechnemu przekonaniu, zmniejszona
wymiarowos¢ generalnie nie zwieksza szybkosci lokalizacji specyficznego miejsca
doceiowego, ale wrgcz przeciwnie, zmniejsza ja.

Na koniec zostanie wykazane, ze biatka lokalizujg swoje miejsca docelowe gtdwnie
poprzez wielokrotne zdarzenia dysocjacji/ponownej asocjacji z innymi (pobliskimi lub
odlegtymi) miejscami w obrebie tej samej czasteczki DNA oraz ze dyfuzja 1D ogranicza sie
do lokalnych przeszukiwan obejmujacych ~50 pz wokét kazdego miejsca niespecyficznego
wiazania.



Stephen E. Halford, An end to 40 years of mistakes in DNA-protein association
kinetics? Biochem. Soc. Trans. 37:343-348 (2009)

Zwigzanie biatka oddziatujacego ze specyficznym miejscem na DNA, w migjscu docelowym juz
na samym poczatku, po dyfuzji w roztworze, jest bardzo mato prawdopodcbne dlatego, ze
miejsce docelowe (zwykle 15-20 pz dla represordw, ale tylko 4-6 pz dla enzymaw
restrykcyjnych) stanowi tylko niewielki utamek catkowitej diugos$ci DNA. Zamiast tegoc
poczatkowa kolizja z DNA najprawdopodobniej nastgpi w losowym, nieswaistym miejscu, a
nastepnie biatko musi przeniesé sie do okreslonegs miegjsca droga wewnatrzczasteczkowas, co
jest procesem okreslanym jako ,,utatwiona dyfuzja”. istnieja co najmniej trzy moziiwosci
takiego przejscia.

Jedna z mozliwosSci, zwana ,,Slizganiem sie”, jest dyfuzja 1D (jednowymiarowa) wzdtuz DNA,
podazajaca za jego konturem, pozostajgc w ciagtym konteakcie z DNA.

Inna mozliwoscia sa wielokrotre dysogcjacje i ponowne asocjacje. Jest to nadal gtéwnie proces
wewnatrzczasteczkowy, poniewaz srednia odlegtos¢ miedzy czasteczkami DNA w
rozcienczonym roziworze jest znacznie wieksza niz odlegtos¢ miedzy dowolnymi dwoma
miejscami w tym samym taiicuchu DNA, biorac pod uwage, ze DNA bedzie naturalnie mieé
konfiguracje statystycznego ktebka lub konfiguracje superzwoju. W zwiazku z tym
prawdopodobieistwec ponownego powiazania jest znacznie wieksze w tym samym tancuchu niz
w innej czasteczce DNA. Jesli biatko taczy sie ponownie w poblizu miejsca, z ktérego sie
oddzielito, nazywa sie to ,przeskakiwaniem”, natomiast jesli taczy sie ponownie w odlegtym
miejscu wzdtuz konturu DNA (ale ktére nadal moze znajdowa¢ sie blisko punktu wyjScia w
przestrzeni 3D), nazywa sie to ,skokiem”. Prog pomiedzy przeskakiwaniem a skokami jest
catkowicie dowolry, chociaz kroki <10 pz sa zwykle uwazane za przeskoki, a te o > 100 pz za
skoki.

W trzeciej mozliwosci, transferze miedzysegmentowym, biatko zwigzane z jednym miejscem
DNA przenosi sie do innego poprzez przejsciowe, jednoczesne zwigzanie z obydwoma
fragmentami. Proces ten ma zastosowanie tylko do biatek z dwiema powierzchniami wiazacymi
DNA, takich jak sam represor Lac.



Stephen E. Halford, An end to 40 years of mistakes in DNA-protein association
kinetics? Biochem. Soc. Trans. 37:343-348 (2009)

Pierwsza warto$S¢ uzyskana dla statej szybkosci oddziatywania represor-operator Lac, 7 X
10° M - s, pochodzita z reakcji prowadzonych przy bardzo niskiej sile jonowej, w buforze
zawierajacy tylko Tris/HCI, KCI i octan magnezu, wszystkie w stezeniu 19 mM.
Zmniejszenie stezen tych skltadnikéw doprowadziic do jeszcze szybszego tempa asocjacji,
podczas gdy zwiekszenie KCI do 100 mM spowodowato 100-krotny spadek szylkosci.
Dlatego tez w tych wczesnych badaniach zaproponowano, ¢o nastepuje: ,,?owodem
niezwykle duzej szybkosci reakcji jest prawie na pewno fakt, ze istiieje przyciaganie
elektrostatyczne pomiedzy dodatinim natadowane miejsce na represorze i ujemnie
natadowane grupy fosforancwe w gperatorze”.

Obechie nie znane jest zadne biatkc wiazace sie z okreslonym miejscem DNA, ktére
robitoby to z szybkos3cia przekraczajgca granice wyznaczona przez dyfuzje. Natomiast
wiekszos¢ biatek wiazacych sie do specyiicznych sekwencji DNA, robi to z szybkoscia
zblizona do limitu dyfuzyjnego dia ecdpowiednich warunkow eksperymentalnych. To z kolei
oznhacza, ze etapem decydujacyin o szybkosci wiazania sie z okreSlonym miejscem DNA
bed:zie na ogo6t dyfuzja biatka do czasteczki DNA, gdzie poczatkowo napotka ono
niespecyficzne miejsce, oraz ze pézniejszy transfer z poczatkowego niespecyficznego
miejsca specyficzne dla ostatecznego konkretnego miejsca rzadko decyduje o szybkosci.



Stephen E. Halford, An end to 40 years of mistakes in DNA-protein association
kinetics? Biochem. Soc. Trans. 37:343-348 (2009)

Jaka dyfuzja jest najszybsza droga do celu, 1D czy 3D?

Zaskakujaca cecha asocjacji DNA-biatko nie jest to, ze czesto sg one szybkie, ale raczej to,
ze nie sg niewiarygodnie powolne: jesli biatko miatoby wielokrotnie wymieniac¢ sie miedzy
otaczajgcym roztworem (poza domena czasteczki DNA) a pizypadkowymi miejscami na
DNA, a miejsce specyficzne stanowitoby jedna czes¢ na 10¢ czesci catkowitej diugosci
DNA, wéwczas prawdopodobienstwo zderzenia z celem wynrosi 10, co z kolei powinno
skutkowaé statg szybkosSci asocjacji 10* razy nizsza niz granica dyfuzji. Powstaje zatem
pytanie, jaki jest charakter transferu wewnatizczgsteczkowego z imiejsc nieswoistych do
specyficznych, z szybkoscia wystarczajgco duzg, aby nie wptywac ina ogolna szybkosc¢
wiazania.

W dyfuzji 1D, po kazdym etapie, prawdopodobienistwo, ze nastepny krok bedzie w kierunku
celu, jest doktadnie réwne prawdopodobieiistwu, ze nastepny krok bedzie w kierunku
przeciwnym, w wyniku czego Srednia pozycja biatka nigdy nie r6zni sie od punktu
poczatkowego. Dystrybucja wokoét Sredniej bedzie sie poszerzaé z czasem, chociaz
odchyvlenie o N bp od sredniej wymaga w sumie N? pojedynczych krokéw bp. Co wiecej, po
kazdym etapie biatko moze oddzieli¢ sie od DNA, tak ze prawdopodobienstwo pozostania
biatka w DNA przez N etapow (Pn) jest okreSlone wzorem

k N

PN: s

Ko+K
gdzie ks stata szybkosSci przemieszczania sie o 1 pz wzdtuz DNA, K. jest stata szybkoSci
dysocjacji. Dla ks:ko = 10000:1, co jest najprawdopodobniej zbyt duzym oszacowaniem
tego stosunku, 99.8% molekut biatka oddysocjuje od DNA przez przemieszczeniem sie o
250 pz. Zatem wydaje sie, ze panuje ogolna zgoda co do tego, ze szybkos¢ znajdowania
miejsca docelowego na DNA jest zoptymalizowana przez potaczenie dyfuzji w 1D i 3D.



Xiao-Wen Yang and Jiaquan Liu, Observing Protein One-Dimensional Sliding:
Methodology and Biological Significance, Biomolecules, 11:1618 (2021)

Koncepcja jednowymiarowego Slizgania sie biatek pc DNA (1D sliding) jest znana od
kilkudziesieciu lat. Polimerazy i helikazy DNA/IRNA dziatajace jeden nukieotyd za drugim
to wczesne przyktady, ktére oczywiscie muszg poruszac sie w 1D wzdtuz nici DNA. Dalsze
badania wykazaty, ze wiele biatek wigzagcych DNA specyficznych dla sekwencji, w tym
wiele endonukleaz restrykcyjnych i czynnikdw trainskrypcyjnych, rdwniez Slizga sie
wzdtuz dwuniciowego DNA (dsDNA) w poszukiwaniu miejsc docelowych. Chociaz
wiekszo$¢ badan sprawdzata przesuwanie biatek 1D przy uzyciu stosunkowo prostych
systemoéw, wiele skomnlikcwanych zagadnien hiologicznych dotyczy sktadania
kompleksow biatkowych i wielu etapow reakcji, ktérych nie mozna oceni¢ za pomoca tych
systemow. W tej przegladdwce podsumowaliSmy najnowsze badania dotyczace sSlizgania
sie biatek w 1D. Przedstawiono kilka trykow poslizgu i zwigzane z nimi metody pomiaru
ruchu viatek. Szczegdinie interesujace jest to, ze podkreslamy obserwacje, ktére
ostatecznie ujawnity biologiczre znaczenie po DNA w 1D.
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Tryby przesuwania biatek po DNA w 1D.

(a) Translokacja: biatko przemieszcza sie wzdiuz DNA w sposéb jednokierunkowy poprzez hydrolize NTP (NDP =
difosforan nukleozydu; Pi = fosforan nieorganiczny).

(b) Utatwiona dyfuzja: biatko biernie slizga sie po DNA w celu przeszukania celéw po uprzednim zwiazaniu z
miejscem hiespecyficzhnym.

(c) Przesuwanie sie jak zacisk: biatko pierscieniowe biernie Slizga sie po DNA z przerywanymi kontaktami z
DNA.

(d) Przeskakiwanie lub skakanie: biatko dyfunduje na DNA w wyniku serii zdarzen dysocjacji i ponownego
wiazania.

(e) Transfer miedzysegmentowy: biatko przemieszcza sie z jednego miejsca wiazania do drugiego poprzez
utworzenie przejsciowej petli DNA (represor lacl w fuzji z biatkiem z6ttej fluorescencji nie ma tej mozliwosci).

Struktury podwojnej helisy reprezentujg dsDNA, a struktury tukowe lub pierscieniowe reprezentuja biatka
wiazgce DNA. Czarne strzatki wskazuja kierunki ruchéw biatek w DNA.



W typowym eksperymencie Sledzenia przemieszczania sie pojedynczej czasteczki biatka po DNA,
czasteczka kwasu nukleinowego jest unieruchomiana | rozciggana

Unieruchomienie

- na powierzchni kwarcu, np. poprzez biotyne — neutrawidyne - biotyne;
- na dwuwarstwie lipidowej;

- szczypczykami optycznymi;

Rozcigganie

- przeptyw laminarny buforu i tagczenie obu koAcéw rozciggnietej czasteczki z powierzchnig;

- taczenie jednego konca z powierzchnia | rozciaganie w wyniku ciagtege przeptywu laminarnego buforu;
- uniweuchomienie jednego koralika dielektrycznege szczypczykdéw optycznych (C-trap) i przesuniecie
drugiego

(a) Cztery rodzaje metod immobilizacji DNA, w tym losowe unieruchomienie, kurtyny DNA (wykorzystuje
sie kombinacje nanofabrykowanych wzoréw powierzchniowych i ptynnych dwuwarstw lipidowych w celu
utozenia cbok siebie setek rozciggnietych czasteczek DNA), mostki powietrzne DNA i szczypczyki optyczna
typu C-trap (od lewej do prawej). Szare prostokaty reprezentuja powierzchnie kwarcu, a zo6tty prostokat
reprezentuje dwuwarstwy lipidowe. Czarne kule reprezentuja koraliki dielektryczne. Pokazano biatka
znakowane fluorcforem (biatka wigzace DNA z zielonymi barwnikami) na DNA.

Do Sledzenia przemieszczania sie pojedynczych czasteczek biatek wykorzystuje sie
mikroskop konfokalny lub metode fluorescencji catkowitego wewnetrznego odbicia (TIRF,
od “total internal reflection fluorescence”).

Biomolecules, 11:1618/1-15 (2021)



PodejScia do Sledzenia pojedynczych czasteczek w celu obserwacji przesuwania
sie biatka 1D

Sledzenie pojedynczych czasteczek mozna uzyskaé za pomoca mikroskopu TIRF. Mikroskop
TIRF umozliwia oSwietlenie cienkiego obszaru probki (=1280--260 nm), ¢c znacznie zwieksza
stosunek sygnatu do szumu podczas obrazowania. Do obrazowania fluoroforu czesto stosuje
sie komory przeptywowe, sktadajace sie ze szkietka kwarcowego, kawatka dwustironnej tasmy i
szkietka nakrywkowego, gdzie szkietko kwarcowe zostato poddane dziataniu cdczynnikéw
chemicznych w celu wytworzenia glikolu polietylenocwego (PEG)/biotyny - Powierzchnia
pasywowana PEG. Do dostarczania buforéw lub prébek poprzez kontrolowany przeptyw
laminarny zwykle wykorzystuje sie napedzana silnikiem pompe strzykawkowa.

total rleﬂection

Biomolecules, 11:1618/1-15 (2021)

Catkowite wewnetrzne odbicie (TIR) to zjawisko optyczne, w ktérym
fale docierajace do granicy faz z jednego osrodka do drugiego (np.
z wody do powietrza) nie sg zatamywane w drugim
(,,zewnetrznym”) osrodku, ale catkowicie odbijane z powrotem do
pierwszego (,wewnetrznego”) osrodka ". Ma to miejsce, gdy w
drugim osrodku predkos$é rozchodzenia sie fali jest wieksza
(nizszy wspobtczynnik zatamania swiatta) niz w pierwszym osrodku,
a fale padaja pod wystarczajaco skosnym katem na granicy faz.

n,sin®,=n,sin0,; 6, =arcsin (n2/n1) (n,>n,)

Zachowanie sie promienia padajgcego z oSrodka o wiekszym
wspotczynniku zatamania n; do osrodka o nizszym wspoétczynniku
zatamania nz, przy rosngcych katach padania.

http://en.wikipedia.org/wiki



mikroskopia fluorescencyjna z catkowitym wewnetrznym odbiciem (TII
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Wiazka wzbudzenia wchodzi z lewej strony pod katem padania 0, ktory jest wiekszy niz kat krytyczny 0 .
(zaznaczony linia przerywang). Katy mierzone sa od normalnej. Wiazka wzbudzenia odbija sie od granicy
miedzy szkietkiem nakrywkowym a prébka, a po przeciwnej stronie granicy faz, w prébce, generowane jest
pole zanikajace. Wzbudzone sa tylko fluorofory w polu zanikajagcym, na co wskazuje zielony kolor. Aby
osiagnaé TIR, wspotczynnik zatamania prébki (n1) musi by¢é mniejszy niz wspétczynnik zatamania szkietka
nakrywkowego (n.).

Natezenie (I) pola zanikajacego maleje wyktadniczo wraz z odlegtoscia od granicy faz (z). Dlatego fluorofor
znajdujacy sie blizej granicy faz bedzie wzbudzany silniej niz fluorofor znajdujacy sie dalej od granicy faz.

Journal of Cell Science 123:3621-3628 (2010)
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llustracja monitorowania odlegtosci miedzy DNA i biatkiem przy uzyciu rezonansowego
transferu energii Forstera (FRET, po lewej) i wzmochienia fluorescencji indukowanej biatkiem
(PIFE, po prawej). Substraty DNA znakowane fluoroforem unieruchomiono na powierzchniach
szkietka kwarcowego. Biatka wigzgce DNA Slizgaja sie po DNA i powoduja FRET (po lewej) lub
PIFE (po prawej).

Biomolecules, 11:1618/1-15 (2021)
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(3.) llustracja wykrywania sit zwiazanych z oddziatywaniami DNA-biatko za pomoca szczypczykow
optycznych. Pokazano trzy typy projektéw eksperymentéw, w tym test powierzchniowy, test
oparty na hantlach wykorzystujacy dwie putapki optyczne do wigzania podwodjnych koncow DNA
oraz test oparty na hantlach wykorzystujacy dwie putapki optyczne do wigzania odpowiednio
konca DNA i biatka (pokazane od géry do dotu). Czarne kule reprezentuja koraliki dielektryczne.
(4.) llustracja wykrywania sit zwigzanych z oddziatywaniami DNA-biatko za pomoca
szczypczykoéw magnetycznych. Pokazano konfiguracje ogdlna (po lewej) i konfiguracje
rozciagajaca (po prawej). Czarne kule reprezentuja koraliki superparamagnetyczne.

Biomolecules, 11:1618/1-15 (2021)



5.) ilustracja obrazowania r6znych stanéw
interakcji DNA-biatko w czasie za pomoca AFM
(mikroskopu sit atomowych). Czarna skrzynka
reprezentuje detektor monitorujacy ugiecie
dzwigni (belki, ang. cantilever) z ostrzem
pomiarowym (ang. Tip).
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Biomolecules, 11:1618/1-15 (2021)



Biologiczne znaczenie jednowymiarowej dyfuzji poprzez slizganie sie biatka po DNA.

a Endonuclease b ,
N -+
\ mmmmll||||H|:||1||r|r|||1|n|:||1|1||LlLAAT|‘CI"]'ITI'I‘I'I"I‘I'I‘I'Hﬂ ‘_—_\‘ {_:)
== ] AATTICALLLLLULELLLLLLL '/f\‘."\_/\ A N w .y TONTONYZNTZN AN 2N
TT» Strand
Genome DNA Unwinding switching Rezipping

(a) llustracja przedstawiajgca proces przemieszczania sie endonukleazy celujgcej w miejsce o
specyficzrej sekwencji w genomie poprzez utatwiona dyfuzje. Strzatki wskazuja przesuwanie
sie endonukleazy do miejsca docelowego. (b) llustracja przedstawiajgca rozwijanie i ponowne
spinanie dwuniciowego DNA przez helikaze. Czarne strzatki wskazuja kierunki translokacji

helikazy.

Biomolecules, 11:1618/1-15 (2021)
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(c) ilustracja przedstawiajgca skanowanie przez biatko naprawcze wzdtuz szkieletu DNA |
rozpoznanie miejsca uszkodzenia (czerwona gwiazdka);

(d) llustracja przedstawiajaca “komunikacje na odlegto$¢” miedzy niedopasowaniem w
podwdjnej nici DNA (czerwoha gwiazdka) a miejscem wyciecia/naciecia za posrednictwem
przesuwajacych sie biatek MutS i MutL. Strzatki wskazuja przesuwanie sie MutS i MutL;

(e) llustracja przedstawiajgca wigzanie kondensyny z DNA i wytfaczanie jej w postaci petli w
celu przestrzennego uporzadkowania chromosomaow.

System naprawy btedéw parowania zasad w DNA (mismatch repair, MMR) to system rozpoznawania i haprawy btednego
wstawienia, usuniecia i btednego wiaczenia zasad, ktére moga powstaé podczas replikacji i rekombinacji DNA, a takze
naprawy niektoérych form uszkodzen DNA. MutS i MutL sa przyktadami biatek MMR. Tworza zalezne od ATP zaciski
pierscieniowe podczas MMR.

Biomolecules, 11:1618/1-15 (2021)



Petter Hammar, Prune Leroy, Anel Mahmutovic, Erik G. Marklund, Otto G.

Berg, Johan EIf
The lac Repressor Displays Facilitated Diffusion in Living Cells
Science 336:1595-1598 (2012)

Opracowano eksperyment, ktéry pozwala badaé proces Slizgania sie pojedynczej czasteczki
czynnika transkrypcyjnego* (TF, w tym wypadku to represor lacl) w zywych bakteriach E. coli.

*Czynniki transkrypcyjne (TF) to biatka regulujace ekspresje gendw poprzez
wigzanie sie do specyficznych sekwencji na chromogornie. Aby szybko i
doktadnie znaleZ¢ te miejsca, TF 'gczg jednowymiarowe (1D) przesuwanie sie
po DNA z dyfuzja 3D w cytoplazmie. Ten mechanizm utatwionej dyfuzji
wykazano in viiro, ale nie wykazanc eksperymentalnie, ze jest wykorzystywany
A== w zywych kommiérkach.

o - ﬁ 2 L GBS Operon laktozowy reguluje stezenie enzymow odpowiedzialnych
! ] bl za rozktad laktozy. 1: Polimeraza RNA, 2: Represor, 3: Promotor,
Lo 1 — Y o) 4: Operator, 5: Laktoza, 6: lacZ, 7: lacY, 8: lacA. Przy braku
g laktozy represor uniemozliwia przytaczenie sie polimerazy RNA i
Tf_ t‘ - L1 . | rozpoczecie transkrypciji.

Mozna rozrdzni¢ geny strukturalne kodujace enzymy i geny regulatorowe kodujace biatka
wptywajace na ekspresje genéw. Produktem genu lacZ jest B-galaktozydaza, ktéra rozktada
laktoze, disacharyd, na glukoze i galaktoze. lacY koduje permeaze -galaktozydu, biatko
btonowe, ktdre osadza sie w btonie cytoplazmatycznej, umozliwiajac komorkowy transport
laktozy do komorki. Wreszcie lacA koduje transacetylaze B-galaktozydowa.



Operon lac E. coli.

lac operon

WA &‘P"Tj&

land Termirator

Gen lacl (gen regulujacy operon lac) wytwarza biatko, ktére blokuje wigzanie RNAPR z operatorem
operonu. Biatko to mozna usuna¢ tylko wtedy, gdy alloiaktoza zwiaze sie z nim i unieszkodliwi
go. Biatko utworzone przez gen lacl jest znane jako represor lac. Rodzaj regulaciji, kibremu
podlega operon lac, okresla sie mianem indukowalhego ujemnego, co oznacza, ze gen jest
wylgczany przez czynnik regulacyjny (represor lac), chyba ze dodana zostanie jakas czasteczka
(laktoza). Po usunieciu represora RNAP przystepuje do transkrypcji wszystkich trzech genéw
(lacZYA) na mRNA. Represor lac jest zawsze wyrazany, chyba ze wiaze sie z nim koinduktor.

W genetyce promotor to sekwencja DNA, z ktéra wigzg sie biatka, aby zainicjowac€ transkrypcje
pojedynczego transkryptu RNA z DNA znajdujacego sie ponizej promotora. Transkrypt RNA
moze kodowaé biatko (mMRNA) lub moze petnié funkcje sama w sobie, takg jak tRNA lub rRNA.

A lacl 03 O - lacZ lacY lacA

Represor lac (Lacl) jest dimerem dimeréw. W warunkach represji jeden dimer wiaze
sie z gldbwnym operatorem lac, O1, a drugi dimer wigze sie z jednym ze stabszych
operatoréw pomochniczych, O2 lub 03. Wigzanie Lacl z O1 zapobiega transkrypcji
operonu lac przez polimeraze RNA (lacZYA). Po zwigzaniu allolaktozy, poSredniego
metabolitu szlaku laktozowego lub niedegradowalnego analogu, takiego jak IPTG
(izopropylo-B-D-1-tiogalaktopiranozyd), powinowactwo represora do operatora ulega
znacznemu zmniejszeniu do poziomu poréwnywalnego z powinowactwem do
niespecyficznych miejsc wiazania ha DNA.

Monomery (czerwony i niebieski) zawieraja domeny wiazace i rdzeniowe DNA (z6tty).
Drugiego dimeru nie pokazano.

Tetramerization regien
(not shown)

https://www.khanacademy.org/science/ap-biology/gen...

wikipedia



Johan EIf, Gene-Wei Li, X. Sunney Xie
Probing Transcription Factor Dynamics at the Single-Molecule Level in a Living Cell, Science 316:1191-1194 (2007)

Region chromosomalny lac dzikiej odmiany E.
coli (BW25933) i r6zne jego modyfikacje
wykorzystane w przedstawianej pracy.

JE12 ma dwa miejsca silnego wiazania biatka
fuzyjnego.

JE13 jest taki jak wt, jest uzyte aby wykazaé, ze
biatko fuzyjne ma aktywnos¢ regulacyjna,

lacl™ to szczep z usunietym rejonem lacl,
laclOZ" to szczep z usunietym catym rejonem
laclOZ.

Aby zobrazowacé represor lac, zostat on
ekspresjonowany z natywnego
chromosomalnego locus lacl jako fuzja C-
koncowa z szybko dojrzewajacym (~7 min)
biatkiem zéttej fluorescencji (YFP) Venus
(A206K). Kroétki czas dojrzewania zapobiega
zajeciu miejsc operatora lac przez iniedscjrzate
biatka fuzyjne. Fuzja C-kohcowa pozwala
uniknaé interferencji z N-koncowa domena
wiazgca DNA. Otrzymane kiatko fuzyjne tworzy
dimer, ktéry podecbnie jak wiekszos¢ innych
fuzji C-koncowych z Lacl nie ulega
tetrameryzacji, co eliminuje mozlivvosé
zapetlenia DNA przez to biatke. ‘-nas(owamy
dimer zwicksza ekspresje lacZ ~100-krotnie v
odpowwuzw na petng indukcje przez IPTC w
37°C.

Delecje lacl iub caiego regionu laclOZ
wykonano poprzez podstawienie wybranych
regionéw chromosomowych kasetg
kanamycyny*. Nie ustalono czy jeden czy dwa
dimery TF byty zwigzane z regionem operatora
zawierajacym dwa operatory O1.

lacl . o lacY lacA

wit —-|+—\‘\>--\-\F-
lacl::venus 01 Of lacZ lacY | lacA

JE12 ——i>l—l—r-\n\\‘\‘\-— S B m—
lacl::venus 03 01 0o \lacsd lacY '\ lacA

JE13 -y =\ 1—havEmimen |l — pzal)> -mmm) -
Kan 03 Of 02 lacZ lacY lacA

lacl~™ — S — RSN\ - () A )
Kan lacY ‘lacA

laclOZ ™ - —

lacZ
activity
(Miller assay)
- 75kDa
\laol - 50kDa
expression - 37kDa
(Western) | S 66
g SEFEFFEFE
x —~—4 oaaadaaa
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Test aktywnosci Millera pokazuje, ze szczepy fuzyjne YFP (JE12 i JE13) sa
aktywne i odpowiadajg na indukcje przez IPTG (1 mM, 3 godziny)

przez derepresje lacZ (z6tty). Analiza Western dla Lacl pokazuje, ze JE12 i
JE13 ekspresjonuja petnej dtugosci biatko fuzyjne (67 kD) i ze ekspresja w
JE12 przy braku IPTG jest silnie autorepresjonowany w poréwnaniu z typem
dzikim i JE13.

*W biologii kaseta genowa jest rodzajem mobilnego elementu genetycznego, ktéry zawiera gen i miejsce rekombinacji. Powinno by¢
kanamycin resistance cassette. Kanamycyna A, czesto nazywana po prostu kanamycyng, to antybiotyk stosowany w leczeniu ciezkich

infekcji bakteryjnych i gruzlicy.



rozréznienie miedzy zlokalizowanymi i rozproszonymi sygnatami fluorescencji

Science 316:1191-1194 (2007)

Induction
with IPTG

Repression
with ONPF

Control

Wit

DIC FL before FL after

Gorny rzad pokazuje te same bakterie JE12 przed
I 40 sekund po dodaniu IPTG do koricowego
stezenia 1 mM. W tyim przedziale czasu TF
oddzielajaq sie od operatoréw w prawie
wszystkich komérkach. Srodkowy rzad pokazuje
te same bakterie JE12 przed i 1 minute po
rozcienczeniu IPTG od 100 uyM do 2 pM. Dolny
rzad pokazuje dwie ekspozycje tej samej bakterii
JE12 bez dodawania lub usuwania induktora.

B

DIC 1000ms 10ms
Image exposure exposure

Aby okreslié niespecyficzny czas przebywania na
DNA Lacl-Venus zwigzanego z IPTG w zywej
komorce, rejestruje sie obrazy fluorescencyjne
przy réznych czasach ekspozycji. Obrazowanie
hieswoiscie zwigzanego Lacl. Pokazane sa dwa
obrazy fluorescencyjne z r6znymi czasami
ekspozyciji i odpowiadajacy im obraz DIC komoérek
E. coli indukowanych IPTG. Przy 1000 ms
poszczegdlne Lacl-Venus pojawiajg sie jako
rozproszone tto fluorescencji. Przy 10 ms sa one
wyraznie widoczne jako plamki prawie
ograniczone dyfrakcyjnie.



Petter Hammar, Prune Leroy, Anel Mahmutovic,

Erik G. Marklund, Otto G. Berg, Johan EIf
The lac Repressor Displays Facilitated

Diffusion in Living Cells
Science 336:1595-1598 (2012)

lacl-venus

I_; :: Osym
| Lacl- Veng

auto-repression

Warunkiem koniecznym do wykrycia poprzez
wzmocnhienie lokalizacji jest to, ze liczba kopii TF musi
by¢€ niska. Lacl, podobnie jak wiekszo$¢ innycin TF w
E. coli, ulega na*aralnej ekspresji na niskim poziomie -
okoto 20 monomerdéw na gen lacl. Wynika to z
autorepresji operatora O3, ktory pokrywa sie z czescia
genu lacl. Jeszcze bardziej obnizono poziom ekspresji,
zastepuiac operator O3 sekwencja operatora O1,
zwiekszajac w ten sposéb autorepresje. Zmniejsza to
poziom ekspresji ~-3-krotnie W poréwnaniu z typem
dzikim. W tej pracy (Science 2012) autorepresja jest
zwiekszana poprzez pejedyncze sztuczne miejsce
operatora lacOsym czesciowo naktadajgce sie na
region kodujacy represor.

Operator lacOsym to zmodyfikowane, symetryczne
miejsce wigzania nha DNA zbudowane z miejsca
blizszej potéwki lacO1.

Science 336:1595-1598 (2012)

o B

O 5e-PTG
2

DNA g LO

Osym

Natozone obrazy komoérek E. coli otrzymane za pomoca
kontrastu fazowego i mikroskopii fluorescencyjnej. Po lewej
stan represji (-IPTG): Lacl-Venus wiaze sie z pojedynczym
operatorem chromosomalnym (lacOsym) i pojawia sie jako
plamka ograniczona dyfrakcyjnie (z6tta). Po prawej komorki
indukowane przez IPTG (300 mM), co zapobiega
specyficznemu wigzaniu operatora i skutkuje rozproszonym
sygnatem fluorescenciji z szybko dyfundujacych czasteczek
Lacl-Venus. Pasek skali: 2 pm.

W 4-sekundowej skali czasu poszczegdlne czasteczki Lacl-
Venus zwigzane z operatorem pojawiaja sie jako plamy
ograniczone dyfrakcja na tle swobodnie dyfundujacych
czgsteczek. Mierzac Srednia liczbe plamek fluorescencyj-
nych na komérke w funkcji czasu po usunieciu induktora,
izopropylo-b-D-1-tiogalaktopiranozydu (IPTG), mozna
monitorowa¢ kinetyke wigzania TF z pojedynczym miejscem
operatora w chromosomie E. coli z rozdzielczo$cig czasowa
rzedu sekund.



Single-operator binding assay
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Szybkos¢ asocjacji z pojedynczyim operatorem chromosomalnym okresSla sie poprzez pomiar Sredniej liczby
plamek fluorescencyjnych na komorke w funkcji czasu po usunieciu induktora IPTG. Wigzanie utamkowe, tj.
Srednia liczha jasnych plam ograniczonych dyfrakcja na komoérke w funkcji czasu, jest dopasowane do
pojedynczej funkcji wyktadniczej a(1 — be™). (Wstawka: Doktadnos$¢ testu zalezy od utrzymania niskiej i
rownomiernej ekspresji Lacl-Venus. Osiaga sie to poprzez zastosowanie silnej autorepresji, w ktorej posredniczy
idealny operator lac lacOsym lub lacO1 w pozycji, ktéra zachodzi na koniec 3' sekwencji kodujacej lacl-venus).
Kiedy zmierzono szybkos¢ asocjacji w szczepie z pojedynczym lacOsym (JE101), odkryto, ze dla dowolnego z
trzech do pieciu w petni aktywnych dimeréw Lacl-Wenus, Sredni czas oczekiwania na asocjacje z operatore,
wynosit 56 + 2 s (btad standardowy Sredniej, SEM). Oznacza to, ze czas potrzebny pojedynczej czasteczce
represora na zwigzanie z lacOsym wynosi 3 do 5 minut

Science 336:1595-1598 (2012)



Silica Bead Qdot-Glycosyase DNA

Streptavidin
Antibody

Glycosylase

DNA Repair 20:23-31 (2014)



Biatka wiazace sie specyficznie do DNA
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Przemieszczanie sie biatek po DNA
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B. Baghi i wspétp., J. Phys. Chem. B, 112:6282-6284 (2008); M. Dtugosz, J. Phys. Chem. B, 119:14433-14440 (2015)



e Translation parallel to b Rotation-coupled translation
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Oddziatywania hydrodynamiczne




Model do obliczenia wptywu oddziatywan hydrodynamicznych
na dyfuzje biatka wzdituz DNA

M. Dlugosz, J. Phys. Chem. B, 119:14433-14440 (2015)



Stosunki wspotczynnikow dyfuzji biatek w ich spiralnym ruchu wzduz DNA
obliczonych bez uwzglednienia oddziatywan hydrodynamicznych biatiko-DNA
do tych obliczonych z uwzglednieniem oddziatywan hydredynamicznych w
funkcji promienia biatka.

Promien o | Odlegto$é L | Dy, i1/D
(A Al
15. 27. 4.07
20. 32. 3.95
29. 37. 3.89
30Q. 42. 3.88

M. Dlugosz, J. Phys. Chem. B, 119:14433-14440 (2015)
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