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	  Nudos de DNA- Moisés Villegas Vallecillos



INTRODUCCIÓN

 Cuando en los años cincuenta se descubrió la estructura del ADN, el soporte de la información genética pasó a ser un objeto tangible. Desde entonces, se ha trabajado sin descanso en los mecanismos moleculares implicados en la replicación, transcripción, recombinación y reparación del ADN. 

 Uno de los aspectos de mayor repercusión biológica lo ofrece la estructura del ADN: su organización espacial y su topología. Las matemáticas resultan, en estas circunstancias, un aliado indispensable. Dos ramas de las matemáticas ayudan a resolver los problemas que el tema propone. Una de ellas, la geometría diferencial, aplica los métodos de cálculo diferencial al estudio de curvas y superficies. La otra, la topología, estudia las propiedades de aquellas estructuras que a través de deformaciones pueden intertransformarse.

1. El DNA : DEFINICIÓN ,  ESTRUCTURA 

    Y ALGUNAS  PROPIEDADES  BÁSICAS.

 A partir del año 1944, O.T. Avery, C.M. MacLeod  y  M. McCarthy , y más tarde (1952) D. Hershey  y  M. Chase ,  demostraron que el DNA es el soporte de la información genética. En 1953  J.D. Watson  y  F.H.C. Crick describieron la estructura del DNA.

 El ácido desoxirribonucleico (DNA) es una molécula que está formada por dos cadenas paralelas, de unas unidades denominadas nucleótidos. Dichas cadenas están unidas por enlaces a modo de peldaños de una escala de cuerda, y se retuercen en hélice. Esta estructura se conoce como doble hélice de DNA .
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 Los nucleótidos que constituyen la doble hélice constan de tres subunidades :

 ●  un azúcar de cinco átomos de carbono (pentosa), la desoxirribosa ,

 ●  el ácido fosfórico (PO4H3), 
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 ●  cuatro compuestos denominados bases nitrogenadas, que son la adenina (A), 

      la timina (T), la citosina (C) y la guanina (G) .
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 Las cadenas del DNA se componen de azúcares y de fosfatos que se alternan. Así, la unión entre dos nucleótidos tiene lugar entre el grupo fosfato de un nucleótido y el azúcar del siguiente. 
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 Las bases, unidas al azúcar, se proyectan hacia fuera, dando lugar a los peldaños de la doble hélice. Los enlaces se establecen entre las bases nitrogenadas complementarias de cada par de nucleótidos enfrentados: la adenina (A) se enlaza con la timina (T) formando dos puentes de hidrógeno entre sí y la citosina (C) se enlaza con la guanina (G) formando entre ellas, tres puentes de hidrógeno.

[image: image9.jpg]Fosfato Azicar  Adenina (4) Timina (1) Azicar Fosfato
| 1 1 1
r 1 1T 17 T 1T 1

H CHy
‘/N,H_WOWH H OH
e
H o
L ' )L ; |
(a) Nucleétido de adenina Nucleétido de timina

Esqueleto de
azucar-fosfato .

Leyenda:

= Timina (T)

[ Adenina (A)

= Citosina (C)

I Guanina (G)
Desoxirribosa
(aziicar)

— Fosfato

Enlace de hirégeno




Cuando nos movemos por una cadena del DNA, la secuencia de bases que aparecen, sería imitada en la otra cadena si se intercambiaran las bases A y T, y se intercambiaran las bases C y G.

 El orden de las bases de los nucleótidos a lo largo de las cadenas, es el mensaje que condiciona la composición de todos los tipos de proteínas de un organismo, esto es, su código genético.               

 La doble hélice de DNA tiene un diámetro de dos nanómetros ( 2 · 10-9 metros ) , pero su longitud puede abarcar varios centímetros si se trata de una molécula con millones de bases nucleotídicas. Tal disparidad entre diámetro y longitud del DNA nos adelanta ya cuán condensado se halla en el interior celular. Si el núcleo de una célula fuera del tamaño de un balón de baloncesto, el DNA dentro de él sería equivalente a 200 kilómetros de hilo de pescar. Y no es como si enrollásemos cuidadosamente el hilo de pescar antes de meterlo en el balón. Es una maraña.
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 Pero el DNA tiene que ser utilizado para realizar varias funciones biológicas, tales como replicación, transcripción y recombinación.
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 La replicación consiste en la duplicación de una molécula de DNA, la transcripción en copiar segmentos de DNA y la recombinación en modificar las moléculas de DNA.
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Si cortamos la hélice de DNA por la mitad, el resultado es un par de cadenas enlazadas y esto es lo que ocurre cuando el DNA se replica.
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 Los anudamientos y enredos de las moléculas de DNA dificultan la realización de estos procesos. Para que estos mecanismos biológicos funcionen, debe haber una forma de manipular las masas enredadas de DNA. La naturaleza supera este problema proporcionando unas enzimas llamadas topoisomerasas .
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Topoisomerasas.

2. DNA CIRCULAR .

 La macromolécula de DNA puede adoptar una forma lineal o una forma circular cerrada.

 El DNA circular puede encontrarse en forma relajada o en forma superenrollada. En la forma relajada, el círculo se halla desplegado sobre su único plano; en la forma superenrollada el contorno del círculo va girando sobre sí mismo de manera tal que adquiere profundidad.
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 Una enzima particular puede llevar a cabo una acción muy sofisticada en el DNA. Posiblemente, podría coger dos cadenas de DNA y sustituirlas por un enredo no trivial. Una vez que una enzima particular es aislada, los bioquímicos quieren determinar como actúa en el DNA . La enzima podría hacer que se formara un nudo en una cadena del DNA , pero si los dos extremos de la cadena están libres, el nudo puede desplazarse hasta el final de la cadena de DNA y desaparecer. Los científicos no podrían ver que efecto ha hecho la enzima. Para solucionar este problema, los científicos utilizan moléculas de DNA circular.

 En los años sesenta, se descubrió que el DNA de cierto bacteriófago aparecía como un anillo de cadena simple del orden de 15000 átomos (por cadena simple, entendemos que este tipo de DNA consiste en una sola cadena de fosfatos y azúcares que se alternan).

 Desde entonces, los bioquímicos han descubierto que el DNA cíclico de cadena-simple y el DNA cíclico de cadena-doble (la doble hélice de dos cadenas usual) son frecuentes, apareciendo no solamente en muchas bacterias y virus sino también en las mitocondrias de células humanas. Más recientemente, los bioquímicos han descubierto como crear artificialmente DNA cíclico. Es a esas moléculas sintéticas, a las que pueden aplicar las enzimas para determinar sus efectos. Dejando que la enzima actúe sobre este DNA , pueden examinar el resultado. Si la enzima causa anudamiento, este anudamiento quedará en el DNA circular.

 Por ejemplo, una topoisomerasa de tipo II tiene la propiedad de transformar un DNA circular relajado en superenrollado. Este proceso implica pasar de una forma sin almacenamiento de energía a una forma con alto contenido energético, y por lo tanto es necesaria la presencia de adenosinatrifosfato (ATP) como donante energético. Por el contrario la transformación de DNA superenrollado en relajado con subsecuente liberación de energía es catalizada directamente por una topoisomerasa  de tipo I sin necesidad de ATP.

 Una modificación estructural en una región limitada de la molécula circular de DNA modifica la topología a lo largo de todo el círculo. Estos cambios arquitectónicos son sumamente importantes porque modifican la relación del DNA con proteínas reguladoras y ejercen por lo tanto, un profundo efecto en el funcionamiento génico. 

3. ORIENTACIÓN  DE  LAS  CADENAS  

    DE  DNA.

    UN  MODELO  GEOMÉTRICO  DE 

    LA  MOLÉCULA  DE  DNA .

 En el DNA cíclico de doble cadena, cada uno de los fosfatos a lo largo del borde de la escala está enlazado a dos moléculas de azúcar diferentes. Cada uno de los azúcares se enlaza a una molécula base, siendo ésta una de las moléculas C, T, G o A, y también a dos fosfatos, que aparecen en dos sitios diferentes de la molécula de azúcar, llamadas posiciones 3’ y 5’. Un solo fosfato estará enlazado a la posición 3’ de un azúcar y a la posición 5’ del otro azúcar.
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	 Por lo tanto, podemos pensar en un fosfato como el puente que une la posición 3’ de un azúcar y la posición 5’ de un segundo azúcar. Así, una cadena lineal de DNA tendrá dos extremos uno de los cuales es un azúcar con la posición 3’ abierta y el otro es un azúcar con la posición 5’ abierta. Esto da una orientación a la cadena simple de DNA, determinada por el convenio de que comenzamos en el extremo 5’ de la cadena y nos dirigimos hacia el extremo 3’. 


 Sin embargo, la cadena doble de DNA no tiene tal orientación. Si un extremo de una cadena tiene una posición abierta 3’, el extremo correspondiente de la cadena paralela tendrá una posición abierta 5’. Al observar la hélice, se aprecia que una hebra corre en dirección 5’(3’, mientras que su hebra complementaria lo hace en dirección 3’ ( 5’.
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 En particular, cada extremo del DNA lineal de doble hélice tendrá una posición abierta 3’ y una posición abierta 5’.

 Las dos cadenas tienen orientaciones contrarias, no dándonos ninguna manera de orientar la molécula lineal.
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  La cadena simple de DNA lineal es orientable, la cadena doble de DNA lineal no lo es.
 Para nuestras consideraciones, hay una consecuencia aún más importante relacionada con estas posiciones. Si los extremos del DNA lineal de dos cadenas se juntan para formar una molécula de DNA cíclico de dos cadenas, el extremo 3’ se debe pegar al extremo 5’ y viceversa. Esto fuerza que cada cadena del DNA pegue su parte delantera con su propia parte trasera en vez de con la parte trasera de la otra cadena. Por lo tanto conseguimos dos cadenas enlazadas en vez de una sola cadena. 

 Por otra parte debe haber un número par de medias vueltas en el DNA cíclico de dos cadenas, cuando se presenta completamente en el plano.
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(esto se debe a que el número de cruces de un enlace o nudo de dos componentes entero debía ser par).

 La geometría del DNA cíclico de doble cadena, puede ser modelada como una cinta en el espacio tridimensional, con los extremos pegados. Los dos bordes de la cinta corresponden a las dos cadenas del DNA .

 Puesto que debe haber dos bordes distintos de la cinta, sabemos que la cinta nunca tomará la forma de una banda de Möbius. 

 La curva que recorre el centro de la cinta se llama eje de la cinta. Aunque no modela una parte de la molécula, este eje nos dice como se retuerce dicha molécula en el espacio.

 Ahora, podemos elegir una orientación en el eje y después dar a los dos bordes de la cinta orientaciones que concuerden con ella.
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  4. UN  INVARIANTE  DEL  MODELO  

     DE  DNA :  EL  NÚMERO  DE  ENLACE.

 Supongamos que tenemos una cinta que modela el DNA cíclico de doble cadena y en vez de tratarla como si fuera de goma, asumimos que está fija, rígida en el espacio.

 Definamos algunos valores que pueden depender de esta colocación particular en el espacio.

Definición ( Tw(R) )
Definimos la torsión de una cinta  R (  (3  que modela una molécula de DNA cíclico de doble cadena como el número de vueltas de la hélice de DNA alrededor de su eje, y la denotamos por Tw(R).
Lema
 Sea  R (  (3  una cinta que modela una molécula de DNA cíclico de doble cadena, de forma que el eje de R se encuentra en un plano y sin cruces sobre sí mismo, es decir, el DNA está en estado relajado.
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Orientemos R  y tomemos una de las dos componentes que forman su borde. A cada cruce entre dicha componente y el eje de R , le asociamos un  +1 o un –1 , según la convención ya conocida:
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Entonces la torsión de R es la mitad de la suma de unos y menos unos de todos los cruces que se producen entre una componente del borde de R y su eje.

DEMOSTRACIÓN:

 En cada cruce entre el eje y una de las componentes del borde de R , la hélice da media vuelta alrededor del eje:
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  Luego la mitad de la suma de unos y menos unos de todos los cruces que se producen entre una componente del borde de R y su eje nos da cuanto se tuerce la cinta alrededor de su eje.
                                                                                                                                           (
Observación:
 Efectivamente  Tw(R)  no depende de la componente del borde de R que hallamos escogido :
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Definición
 Sea  R (  (3  una cinta que modela una molécula de DNA cíclico de doble cadena y sea  D  una proyección orientada de su eje. 

 Definimos el número de cruces signados como la suma de todos los unos y menos unos de los cruces de D (esto es lo que habíamos definido como writhe de D, W(D)).

Definición ( Wr(R) )
 Dada una cinta que modela una molécula de DNA cíclico de doble cadena, R (  (3  , definimos su número de retorcimiento, y lo denotamos por Wr(R), como:

	Wr(R) 
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donde  α(s)  es una parametrización por la longitud de arco del eje de R .

 El número de retorcimiento también se puede definir como el valor medio del número de cruces signados de todas las posibles proyecciones del eje. Este valor medio se determina integrando el número de cruces signados sobre todos los puntos de la esfera unidad, y dividiendo por  4π (la integral de 1 sobre dicha esfera).

Valor medio = 
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 El número de retorcimiento de la cinta es 0  cuando su eje está contenido en un plano, pues en tal caso el eje no tiene cruces y todas sus proyecciones bien definidas son el nudo trivial.

                          [image: image35.jpg]



 Cuando el eje de la cinta no está contenido en un plano, es más difícil determinar el número de retorcimiento, pues algunas proyecciones tienen cruces y otras no. Por ejemplo:
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 Finalmente, podemos tratar los dos bordes de la cinta como componentes de un enlace y dar la siguiente definición:

Definición
Sea  R (  (3  una cinta que modela una molécula de DNA cíclico de doble cadena.

Supongamos que R está orientada en la forma descrita anteriormente.

 Llamamos número de enlace de R al número de enlace del borde de R considerando dicho borde como un enlace de dos componentes; y lo denotamos por Lk(R) .

 Recordemos que el número de enlace de un diagrama orientado de dos componentes

 C1  y  C2 , se definía como la mitad de la suma de los unos y menos unos de los cruces que se producen entre C1  y  C2 .

 Obsérvese que  Lk(R)  no depende de la orientación de R que hallamos escogido: 
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 Por otra parte, Lk(R) no depende de la posición particular del enlace en el espacio (recuérdese que los movimientos de Reidemeister no afectan al número de enlace).

 James White, Brock Fuller  y  G. Călugăreanu, descubrieron independientemente, la siguiente relación entre los tres invariantes que acabamos de definir:

Teorema
Sea  R (  (3  una cinta que modela una molécula de DNA cíclico de doble cadena.

Entonces :

                       Lk(R)  =  Tw(R) + Wr(R)

 En casos simples, podemos utilizar esta ecuación para encontrar uno de los invariantes conociendo los otros dos.

Ejemplo
Veamos los valores de  Tw(R) , Wr(R)  y  Lk(R)  cuando R es alguna de las dos cintas siguientes:

a)         
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	Lk(R) = +1

Wr(R) = 0

Tw(R) = +1


 En este caso, el eje de la cinta está completamente en el plano, dando Wr(R) = 0; y claramente el número de enlace es  Lk(R) = 
[image: image39.wmf]2
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(1+1) = 1 .

 Luego por la ecuación anterior, la torsión tiene que ser forzosamente  Tw(R) = 1 .

b)         
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	Lk(R) = +1

Tw(R) = 0

Wr(R) = +1


 En este caso, la cinta no gira alrededor de su eje, luego  Tw(R) = 0 . Y como 

  Lk(R) = 
[image: image41.wmf]2
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(1+1) = 1 , entonces  Wr(R) = 1 .

 La ecuación 

                     Lk(R)  =  Tw(R) + Wr(R)

implica que si tenemos una cinta y la cambiamos isotópicamente a una nueva posición en el espacio, cualquier cambio en la torsión tiene que ser compensado por un cambio en el número de retorcimiento, pues el número de enlace es invariante frente a la isotopía.

 En el ejemplo anterior, vemos este efecto. Las dos cintas de dicho ejemplo son isotópicas :
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 Al pasar de una a otra el número de enlace permanece constante; la torsión y el número de retorcimiento cambian, y los cambios de dichos valores se compensan entre sí.

Ejemplo
Como en el ejemplo anterior, vamos a calcular  Tw(R) , Wr(R)  y  Lk(R)  en los dos casos siguientes que son dos moléculas isótopas de DNA :
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 En el primer caso el eje de la cinta está completamente en el plano, dando Wr(R) = 0; y claramente el número de enlace es  Lk(R) = 
[image: image48.wmf]2
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18 = 9 . Luego la torsión tiene que ser forzosamente  Tw(R) = 9 .

 En el segundo caso, si contamos el número de vueltas que la hélice da alrededor de su eje, obtenemos que Tw(R) = 10 . El número de enlace es Lk(R) = 
[image: image49.wmf]2
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18 = 9  como se puede comprobar dando una orientación a la doble cadena (observe que este es el valor que debíamos obtener, pues las dos hélices son isótopas). Luego el número de retorcimiento tiene que ser forzosamente  Wr(R) = –1 .

Ejemplos
Otros ejemplos son los siguientes:
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5. SUPERENROLLAMIENTO  DEL  DNA .  

 En su estado relajado, el DNA gira alrededor de su eje con un paso de 10.5 pares de bases por cada giro helicoidal. Este paso de giro es causado por la forma en que se enlazan los azúcares, fosfatos y pares de bases. 

 Así, un DNA cíclico de doble cadena con exactamente 105 pares de bases, podría tener su eje contenido completamente en el plano y entonces:

                             Tw(R) = 10  ,  Lk(R) = 10  ,  Wr(R) = 0
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 Sin embargo, a veces el enrollamiento de un DNA cíclico de doble cadena es mayor de 10.5 pares de bases por vuelta, teniendo menos pares de bases por vuelta, y por lo tanto, girando más con la misma longitud de la molécula. Por ejemplo, supongamos que tenemos un DNA cíclico de doble cadena que tiene como antes 105 pares de bases y su eje en el plano, con lo cual  Wr(R) = 0 . Pero ahora supongamos que la torsión y el número de enlace se han doblado, de modo que  Tw(R) = Lk(R) = 20 .
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                 DNA cíclico de doble cadena en estado relajado.
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                                            DNA sobrecargado.

 Entonces tendríamos 5.25 pares de bases por vuelta. El DNA está sobrecargado. Puesto que el número total de pares de bases en la molécula es fijo la única opción del DNA es reducir el número Tw(R)  a  10 . Entonces habrá 10.5 pares de bases por vuelta.  Pero la ecuación    Lk(R)  =  Tw(R) + Wr(R)  ,  obliga a que  Wr(R) = 10 . Esto significa que ahora el eje de la cinta está retorcido en el espacio. 

 Este efecto se conoce como superenrollamiento .
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 DNA sobrecargado, visto a través del microscopio electrónico.

 El superenrollamiento se puede modelar como un cinturón que se ha girado un número aleatorio de vueltas y después se ha cerrado. Como el cinturón tiende a tener unas vueltas específicas (que normalmente son cero en el caso de una correa), el torcimiento se convierte en superenrollamiento.
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 Se dice que el DNA está negativamente superenrollado si todos los cruces de su eje son negativos y se dice que está positivamente superenrollado si todos los cruces de su eje son positivos.
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 Las diferencias en el número de enlace se pueden usar para determinar acciones de las topoisomerasas. Por ejemplo, supongamos que tenemos una molécula de DNA cíclico de doble cadena que está en estado relajado con su eje sobre un plano y con 10.5 pares de bases por cada vuelta sobre su eje. Supongamos ahora que una enzima llega y mella una de las dos cadenas, la gira una vez alrededor de la otra cadena, y vuelve a unir los dos extremos que había separado.
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Si asumimos que el eje aún está contenido en el plano, hemos aumentado

Lk(R)  y  Tw(R)  en una unidad. Ahora la molécula está demasiado apretada para ser estable. Luego, en vez de permanecer con su eje sobre el plano, disminuirá  Tw(R) en uno y aumentará en uno Wr(R) . Esto significa que el eje de la cinta se enreda consigo mismo y no está contenido en el plano.  

6. OBSERVACIÓN  DE   MOLÉCULAS  DE  

    DNA  SUPERENROLLADO .

    LA  ELECTROFORESIS .  

 Para ver las moléculas de DNA superenrollado, los bioquímicos utilizan un método llamado electroforesis. Consiste en colocar las moléculas en un gel y después pasar electricidad a través del gel para atraerlas hacia un electrodo. Las moléculas con mayor superenrollamiento son más compactas, por lo que se mueven más rápidamente a través del  gel, y así, pueden ser separadas.
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Las moléculas superenrolladas se mueven más rápidamente a través del gel.
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Una vez que se han separado las moléculas, son examinadas bajo un microscopio electrónico. Entonces el DNA es revestido para que se puedan ver los cruces y enredos.
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El anudamiento del DNA a través de un microscopio electrónico.

7. LAS  TOPOISOMERASAS  Y  EL  

    NÚMERO DE  DESANUDAMIENTO .  

 Las topoisomerasas son enzimas que :

(1) Rompen la hélice de DNA.

(2) Permiten que otra cadena de DNA pase entre los cabos momentáneamente escindidos.

(3) Cierran la rotura.

 Estas enzimas son las responsables del desanudamiento, desenlace y mantenimiento del superenrollamiento de DNA, durante los procesos de replicación, transcripción y recombinación. Su mal funcionamiento genera el caos en la topología del DNA y roturas irreversibles en el genoma, lo que aboca en la muerte celular. Las células tumorales o las bacterias, por ejemplo, poseen una elevada actividad topoisomerásica y son, por tanto, las más susceptibles a drogas que afectan a estas enzimas.

 Hay dos principales tipos de topoisomerasas :

Las topoisomerasas de tipo II
 Estas topoisomerasas cortan y empalman las dos cadenas de la doble hélice de DNA y así pueden cambiar la topología de nudos y enlaces de DNA de doble cadena.
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 Veamos un ejemplo del efecto de estas enzimas :
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Las topoisomerasas de tipo I
 Estas topoisomerasas sólo pueden cortan una cadena simple de DNA y así pueden cambiar solamente la topología de nudos y enlaces de DNA de cadena  simple o de DNA de doble cadena que tenga alguna muesca (una muesca es un enlace de fosfodiéster roto entre los azúcares de dos bases consecutivas en una de las cadenas de DNA). En el caso de DNA de doble cadena con una muesca, las topoisomerasas de 

tipo I pueden romper el enlace de fosfodiéster entre los azúcares de las bases complementarias a las de la muesca, y por tanto, romper la doble cadena de DNA.
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 Veamos un ejemplo del efecto de estas enzimas :
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 Recordemos que el número de desanudamiento de un nudo era el mínimo número de cambios de cruce necesarios para convertirlo en el nudo trivial, donde el mínimo se toma sobre todos los posibles diagramas del nudo.

 Esto equivale a determinar el mínimo número de veces necesarias para que una topoisomerasa por medio del paso de cadena en un nudo de DNA, convierta dicho nudo en el nudo trivial.

8. EL  PROBLEMA  DE  DETERMINAR  

    LA  ACCIÓN  ENZIMÁTICA . 

    LA  RECOMBINACIÓN  DE  

    POSICIÓN-ESPECÍFICA .  

 Ahora nos preguntamos como determinar la acción de una enzima en el DNA. Nos centraremos en un tipo de acción particular llamada recombinación de 

posición-específica, que es un proceso por el cual una enzima se une a dos sitios específicos en las dos cadenas de DNA, llamados posiciones de recombinación, cada uno de los cuales corresponde a una secuencia particular de pares de bases que la enzima reconoce. Después de alinear estas posiciones, la enzima corta las dos cadenas y recombina los cuatro extremos.
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Una recombinación de posición-específica posible.

 Cuando las dos cadenas están en dos moléculas diferentes, es difícil determinar exactamente cuál es la operación  que se realiza. Así que en su lugar, los bioquímicos crean una sola molécula de DNA circular que contiene una copia de cada una de las posiciones de recombinación necesarias para la reacción. Entonces, cuando la encima actúa en esta molécula, el resultado se puede analizar para determinar el efecto de la enzima. 

 Puesto que una posición de recombinación es una secuencia de pares de bases  que no se leen igual de arriba abajo que de abajo hacia arriba, podemos elegir una orientación para la posición. Cuando un par de posiciones de recombinación se utilizan en una acción enzimática, escogemos las orientaciones de las dos posiciones de forma que concuerden cuando la enzima las junte.

 Si ambas posiciones aparecen en la misma molécula de DNA circular, estas orientaciones pueden señalar en la misma dirección cuando recorremos la molécula, en cuyo caso decimos que tenemos repeticiones directas, o sus orientaciones pueden señalar en direcciones contrarias y en este caso decimos que tenemos repeticiones invertidas.
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Ejemplo
Supongamos que una enzima actúa agregando un cruce del siguiente modo:
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En el caso de repeticiones directas, determínese si el producto será un nudo o un enlace.

Análogamente, determínese que ocurre con el caso de repeticiones invertidas.

Veamos el caso de repeticiones directas :

                                [image: image66.jpg]



Para que la enzima pueda actuar, después de haber enredado convenientemente los segmentos 
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  y   
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 , se debe llegar a alguna de las situaciones siguientes:

a)
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b)
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c)
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d)
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 Claramente, en todas las situaciones, siempre se obtiene un enlace. Luego en el caso de repeticiones directas la acción de la enzima siempre transforma el DNA circular en un enlace.

 Por ejemplo, podría ocurrir lo siguiente :
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 De forma análoga podemos razonar en el caso de repeticiones invertidas, y obtenemos que el producto siempre es un nudo.

 Antes de que ocurra la reacción, llamamos substrato a la molécula de DNA. Durante la reacción, la enzima o el movimiento termal aleatorio alinea las dos posiciones de modo que sus orientaciones concuerden. Dependiendo de la acción de la enzima y de si tenemos repeticiones directas o repeticiones invertidas, la molécula resultante, llamada producto, puede ser un nudo, un nudo trivial o un enlace de dos componentes.
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9. LA  ACCIÓN  EZIMÁTICA  Y  LOS  

    ENREDOS .  

9.1. MODELO  DE  LA  ACCIÓN  ENZIMÁTICA ,  

       MEDIANTE  ENREDOS. 

 Los micrográficos electrónicos del compuesto enzima-DNA muestran la enzima como un grumo, con el DNA formando lazos en su exterior.

[image: image75.wmf]
 La configuración del DNA dentro del grumo no puede ser determinada por el microscopio electrónico. Por lo que en muchos casos, se usa la teoría matemática de enredos para determinar dicha configuración. Así utilizaremos el concepto de enredo para analizar el efecto de una enzima dada. 
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 Pensemos en la molécula circular de DNA antes de la reacción (substrato) como si estuviera compuesta de dos enredos: el enredo substrato , denotado por  S , que no sufre cambios por la acción de la enzima, y el enredo de posición , P , donde actúa la enzima.

 La enzima sustituye el enredo de posición por un nuevo enredo llamado el enredo de recombinación  R .
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 Asumimos que conocemos cuál es el nudo que forma el substrato, y podemos determinar cuál es el nudo que resulta como producto. Las tres variables que no conocemos son los tres enredos  S , P  y  R .

Notación:

a) Denotemos por  N(Q)  el nudo o enlace obtenido uniendo entre sí los dos extremos superiores y uniendo entre sí los dos extremos inferiores de un enredo  Q . Es decir, N(Q)  es el nudo o enlace asociado a  Q . 
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b) Recordemos que dados dos enredos  Q  y  V , definíamos la suma de  Q  y  V  como el enredo obtenido uniendo el extremo superior derecho de  Q  con el extremo superior izquierdo de V , y uniendo el extremo inferior derecho de  Q  con el extremo inferior izquierdo de  V ; y la denotábamos por   Q + V .
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                                        Q + V

 Con esta notación, el hecho de que el substrato esté formado por los enredos  S  y  P , y el producto por los enredos  S  y  R , se expresa como :

	N( S + P )  =  substrato

N( S + R )  =  producto
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Que es un sistema de dos ecuaciones con tres incógnitas:  S , P y R .

 Como tenemos más variables que ecuaciones, no podemos esperar determinar en general  S , T  y  R  conociendo solamente el anudamiento del substrato y del producto.

 Sin embargo, si conocemos uno de los tres enredos, podríamos determinar los otros dos.

Ejemplo
Se quiere resolver 

                           [image: image82.png]



Una solución es :
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pues, claramente
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Ejemplo
Se quiere resolver
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Una solución es :
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pues 
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 Otra importante hipótesis del modelo obtenido a partir de la observación biológica, es que los enredos  P  y  R  no dependen del enredo  S . Sólo dependen de la enzima que está actuando, y no de la forma en que está anudada la molécula sobre la que actúa.

9.2. EL  EFECTO  DE   LA  ENZIMA  TN3  RESOLVASA .

 Un ejemplo de una topoisomerasa es la enzima Tn3 resolvasa. Esta enzima actúa en una molécula particular de DNA cíclico de doble cadena con repeticiones directas. Una vez que ha hecho corresponder las dos posiciones de recombinación sustituye el enredo P  por un enredo  R  y suelta la molécula. Pero a veces, puede repetir la sustitución del enredo una segunda vez antes de soltar la molécula. Incluso podría repetir el cambio un mayor número de veces, produciendo moléculas más complicadas. 

 Así, asumimos una nueva hipótesis en el modelo del efecto de la enzima Tn3 resolvasa:

 El proceso de recombinación actúa por adición de enredos.

 Exactamente n acciones de la enzima en el proceso de recombinación, genera el siguiente sistema de n+1 ecuaciones de enredos en las variables  S , P , R :

   substrato:               N(S + P) = substrato

   r-ésima reacción :  N(S + R + 
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+ R)  = producto en la r-ésima reacción ,   r = 1,..., n 

 En una serie de experimentos, los bioquímicos establecieron qué productos resultaban cuando la enzima realizaba las tres primeras acciones del proceso de recombinación. Quedaban así determinadas las ecuaciones siguientes, en las que usamos la notación de Conway para nudos racionales:

	         N( S + P )  =  N(1)  =
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	         N( S + R )  =  N(-2)  =
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	(enlace de Hopf)

	          N( S + R + R )  =  N(2 1 1)  =
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	  (Nudo 8)

	        N( S + R + R + R)  =  N(1 1 1 1 1)  =
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A partir de este sistema de ecuaciones, Sumners y Ernst, probaron que 

S = ( 3 0  )   y   R = ( -1 ) .
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Concretamente, tenemos el siguiente resultado:

Teorema de Ernst y Sumner 
Existen enredos  S , P  y  R  que verifican las ecuaciones :

	         N( S + P )  =  N(1)  =
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	          N( S + R )  =  N(-2)  =
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	          N( S + R + R )  =  N(2 1 1)  =
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	        N( S + R + R + R)  =  N(1 1 1 1 1)  =
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Además,  S  y  R  son únicos y vienen dados por :

	  S = ( 3 0  )  =


	[image: image98.jpg]




	   R  =  ( -1 )  =
	[image: image99.jpg]





Como consecuencia

        N(S + R + R + R + R ) = N(  1 1 1 2 1  )

Modelo de Wassermann y Cozzarelli 

Para describir la acción de la enzima Tn3 resolvasa, Wassermann y Cozzarelli propusieron el siguiente modelo:

a) 
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substrato = N(S+R)                                      Nudo trivial

b) Primera reacción

 [image: image101.jpg]


 

c) Segunda reacción
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d) Tercera reacción
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                 N(  1 1 1 1 1  )

 Este modelo es el único posible para explicar los tres productos observados en el proceso de recombinación, asumiendo que la enzima actúa sumando copias del 

enredo R .

Obsérvese que como  P  sólo aparece en la primera ecuación de los enredos, puede tomar varios valores,  P  puede ser cualquier enredo que sumado a   (  3 0  ) , de el nudo trivial (por ejemplo, P = (  -2 0  ) ).
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La observación bioquímica confirma que en una cuarta reacción, el producto obtenido venía dado por  N( 1 1 1 2 1 ) , lo cual muestra la utilidad del modelo.

9.3. EL  EFECTO  DE   LA  ENZIMA  INTERNA .

 Un segundo ejemplo de una topoisomerasa es la enzima interna. Ésta es una enzima utilizada por el virus bacteriófago  λ . El virus inserta su propio material genético en una molécula del DNA usando la recombinación de posición específica de la enzima interna. La enzima interna elige una posición específica de una molécula de DNA dada y una posición específica en la molécula de DNA circular del virus. Cuando el virus abre con un corte las dos moléculas y une los extremos, el resultado es una nueva molécula de DNA que contiene el DNA viral.
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 La enzima interna puede llevar a cabo una acción más complicada que simplemente abrir las dos moléculas por las dos posiciones específicas y pegar los extremos. Puede insertar un enredo complejo en la molécula resultante.

 Para determinar como actúa la enzima interna, los bioquímicos sintetizaron moléculas de DNA de cadena simple que contenían las dos posiciones específicas, algunas estaban en estado relajado y otras estaban superenrolladas, pero todas eran topológicamente el nudo trivial. Cuando pusieron la enzima interna a actuar sobre ellas, las moléculas que resultaban eran todas nudos o enlaces tóricos (2 ,q ) , también conocidos como

dos-trenzas (cuando q es impar, obtenemos un nudo y cuando q es par obtenemos un enlace de dos componentes). De hecho, para repeticiones invertidas los productos eran siempre nudos tóricos (2 , q ) , donde  q = 1, 3, 5, ...,23 .
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Resultado de la acción de la enzima interna 

para repeticiones invertidas.

 Para repeticiones directas el resultado era siempre un enlace de dos componentes.
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Resultado de la acción de la enzima interna

 para repeticiones directas.

Teorema 
Supongamos que tenemos dos enredos substrato  So  y  S1   y un enredo de posición  P  tales que 

	  N(So + P) = 
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	  N(S1 + P) =
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Si después de que la enzima interna actúe en estas moléculas,

	  N(So + R) = 
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	  N(S1 + R) =
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Entonces  P  y  So  son enredos racionales.

 Este teorema es asombrosamente difícil de probar, usando resultados muy recientes en teoría de nudos.

 Para saber como son exactamente los enredos, se necesitan más datos empíricos. Los bioquímicos conjeturan que la enzima interna actúa de la siguiente forma :
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           Repeticiones invertidas.                                               Repeticiones directas.

 9.3. UN  SEGUNDO   MODELO  DE  LA  ACCIÓN 

        ENZIMÁTICA ,  MEDIANTE ENREDOS .

 El compuesto enzima-DNA también puede ser modelado tomando el DNA como la clausura de la suma de tres enredos :

● El enredo  Of  que representa la parte de DNA que no está rodeada por la  

   enzima y no cambia durante la reacción.

● El enredo  Ob  que está rodeado por la enzima y tampoco cambia durante la 

   reacción.
● El enredo  P  que está rodeado por la enzima y sí es afectado por su acción.
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 La acción de la enzima consiste en la sustitución del enredo  P  por un nuevo enredo R . 

Así, una recombinación simple en un sustrato de DNA circular simple, produce dos ecuaciones de recombinación con cuatro incógnitas :

N(Of + Ob + P) = substrato

N(Of + Ob + R) = producto
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