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Co kryje się pod pojęĐieŵ ďiologii 
molekularnej? 

      Biologia molekularna jest to dziedzina nauki z 

pogranicza kilku nauk biologicznych, m.in. biochemii, 

biofizyki i genetyki. Zajmuje się ona ustalaniem 

związku poŵiędzy ďudową substancji 

wielkoĐząsteĐzkowyĐh ;główŶie DNA, RNA i ďiałekͿ, a 

rolą, jaką pełŶią one w komórce. Przedmiotem jej 

ďadań jest rówŶież organizacja organelli komórkowych 

oraz molekularne podłoże ich funkcjonowania. 

          Termin biologia molekularna został po 

raz pierwszy użyty w 1930 r. przez Warrena 

Weavera, praĐująĐego dla Fundacji 

Rockefellera. 
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Warren Weaver 1894 - 1978 

3 



Rozwojowi biologii molekularnej 

zawdzięĐza się…. 
… opraĐowaŶie takiĐh teĐhŶik, jak: 

 

• mikroskopia elektronowa 

• łańĐuĐhowa reakĐja poliŵerazy ;PCR) 

• elektroforeza 

• Đhroŵatografia 

• ŵetody dyfrakĐyjŶe i hybrydyzacyjne 

• kloŶowaŶie ŵolekularŶe 

• sekwencjonowanie. 
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Materiał geŶetyĐzŶy jako Ŷarzędzie 
biologii molekularnej 

substancja chemiczna, która stanowi ŶośŶiki iŶforŵaĐji geŶetyĐzŶej i 
dziedziĐzŶośĐi. Materiałeŵ geŶetyĐzŶyŵ u wszystkiĐh orgaŶizŵów jest 
DNA, u wirusa grypy luď wirusa HIV, fuŶkĐję tę pełŶi RNA. 

kwas deoksyrybonukleinowy 
U Đzłowieka, DNA „upakowaŶy” 

jest w chromosomach (posiadamy 

23 pary chromosomów). 
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Czym jest zatem DNA? 

 

WielkoĐząsteĐzkowy orgaŶiĐzŶy związek 
chemiczny z grupy kwasów nukleinowych 

U organizmów eukariotycznych zlokalizowany 

w jądrze koŵórkowyŵ ;99%Ϳ oraz 
mitochondriach (1%). U prokariotów – w 

cytoplazmie. 
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Odkrycie DNA 

James Watson i Francis Crick w 1953 roku 

dokoŶali przełoŵowego dla ŵedyĐyŶy odkryĐia 
ďudowy ĐząsteĐzki DNA. 

W 1962 roku wraz z Maurice Wilkins otrzymali 

Ŷagrodę Noďla w dziedzinie fizjologii. Watson 

ŵiał Ϯ5 lat. 

James Watson  

Francis Crick. 7 



Budowa ĐząsteĐzki DNA 

Cukier deoksyryboza 

Zasady azotowe 

Reszta fosforanowa 

8 



ZASADY AZOTOWE 

jedŶopierśĐieŶiowe PIRYMIDYNY dwupierśĐieŶiowe PURYNY 
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KoŵpleŵeŶtarŶość zasad w DNA  

Między A a T są Ϯ wiązaŶia wodorowe, a ŵiędzy G a C – 3. 



Struktura ĐząsteĐzki DNA  
adenina 

tymina 

Koniec 3’ 

Koniec 5’ 

Szkielet z 

fosforanu i 

deoksyrybozy 

guanina cytozyna 

Koniec 3’ 

Koniec 5’ 
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OgólŶe zastosowaŶia teorii węzłów w 
biologii 

• opis struktury kwasów nukleinowych (DNA, 

RNA) 

• badanie procesów rekombinacji DNA  

• opis działaŶia eŶzyŵów katalizująĐyĐh 
proĐesy żyĐiowe  
• opis struktury koŵpleksów DNA z ďiałkaŵi 
• poznanie topologii ďiałek 
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Kilka słów o topologii 

    Teoria węzłów jest podzbiorem większej gałęzi matematyki zwanej topologią. 

Topologia jest dziedziŶą matematyki, która zajmuje się własŶośĐiaŵi figur 

geometrycznych w stanie niezmienionym przez odkształĐeŶia sprężyste, takie jak 

rozĐiągaŶie lub skręĐaŶie.  

Dla topologa, kula jest taka saŵa jak kostka, a pąĐzek jak filiżaŶka do kawy. 
Teoria węzłów jest oďszareŵ topologii, która zajŵuje się węzłaŵi i iĐh 

łąĐzeŶieŵ.  
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DNA podlega topologicznemu manipulowaniu w  

procesach  żyĐiowyĐh. 

) raĐji, iż DNA jest tak ĐiasŶo upakowaŶe w takiej 
ograŶiĐzoŶej przestrzeŶi, Ŷie dziwi fakt, że jest oŶo 
splątaŶe. 

Odpowiadają za to EN)YMY! 
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)wiązek ŵiędzy DNA a teorią węzłów 

DNA posiada strukturę podwójŶej helisy. W 
ŶiektóryĐh przypadkaĐh DNA, ŵoże przyjąć 
postać pierśĐieŶia złożoŶego z pojedyŶĐzej 

ŶiĐi luď zwiŶiętyĐh w podwójŶą helisę.  

DokoŶująĐ odpowiedŶiĐh przekształĐeń, 
pojedyŶĐzą Ŷić DNA ŵożŶa przedstawić w 

postaĐi WĘ)ŁA LUB SPLOTU  

Wizualizacja DNA z poŵocą ŵikroskopu 
elektronowego  
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CykliĐzŶe struktury DNA określa się za poŵoĐą trzeĐh 
liczb:  

Lk (linking)  - dwukrotŶa liĐzďa skrzyżowań  
dwóch nici dupleksu 

  

Tw (twisting) - liczba oďrotów wstęgi  
wokół osi helisy  

Wr (wirthing) – liczba zwojów  
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Dzięki ĐykliĐzŶeŵu ŵodelowi DNA wyzŶaĐzoŶo zależŶość:  

Lk = Tw + Wr 



CykliĐzŶa ĐząsteĐzka DNA ŵoże występować w różŶyĐh postaĐiaĐh: 

RozluźŶioŶa  

Superhelikalna  

OdwiŶięta  

W rozluźŶioŶej liczba skrzyżowań ŶiĐi dupleksu 
jest większa Ŷiż w odwiŶiętej ĐząsteĐzĐe. 
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Jak węzły w DNA wpływają Ŷa jego 
aktywŶość ďiologiĐzŶą w koŵórkaĐh? 

• zagęszĐzaŶie DNA  
• topoizomeryzacja 

• rekombinacja miejscowo-specyficzna 

• replikacja  

• transkrypcja 
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Procesy takie jak: 

… ŵogą doprowadzić do tworzeŶia 

 węzłów DNA w koŵórkaĐh 
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WystępowaŶie węzłów w DNA ŵoże 
powodować szkodliwe skutki w wielu 

proĐesaĐh koŵórkowyĐh prowadząĐe do wad 
i ŵutaĐji w geŶoŵie.  Aďy przezwyĐiężyć te 

proďleŵy, koŵórki wytwarzają, 
wszechobecne enzymy zwane 

topoizomerazami. 



OĐzekuje się, że teoria węzłów poŵoże odkryć mechanizm, 

dzięki któreŵu działają eŶzyŵy związaŶe z DNA.  

DNA musi zostać rozplątaŶy przez enzymy, aby ŵogła Ŷastąpić 

replikacja czy transkrypcja. Z tego względu matematyczna 

teoria węzłów i biologia są ze soďą powiązaŶe.  

Teoria węzłów pomaga określić stopień 

skręĐeŶia helisy DNA.  
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W roku 1971, biochemik James Wang dostarĐzył dowodów na to, że 

pewne enzymy topoizomerazy zŵieŶiają topologiĐzŶą koŶfiguraĐję 

DNA, na przykład poprzez rozplątaŶie, a topologia ĐząsteĐzki DNA, 

wpływa na ich działaŶie na koŵórkę.  

Badanie topologicznych konfiguracji DNA 

ŵoże więĐ Ŷaŵ wyjaśŶić, w jaki sposóď DNA 
uczestniczy w mechanizmie komórkowym. 

James Wang  
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DziałaŶie eŶzyŵów polega Ŷa ŵaŶipulaĐji DNA Ŷa kilka różŶyĐh 
sposobów: 

Mogą zŵieŶiać ustawieŶia  
mostów i tuneli 

Mogą oŶe powodować zwijaŶie się 
DNA (supercoiling) 
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Mogą rozplątać parę ŶiĐi i rekoŵďiŶować je 
do różŶyĐh końĐów.  

Miejscowo-specyficzna rekombinacja  
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Topoizomerazy 

Są enzymami odpowiedzialnymi za stopień skręĐeŶia podwójŶej helisy DNA.  

Topoizoŵerazy katalizują proĐes: 

1. przecinanie nici DNA 

2. przenoszenie segmentu DNA 

3. łąĐzeŶie przeĐiętego DNA 

 

GłówŶą rolą topoizomeraz jest rozplatanie podwójnej helisy 

udostępŶiająĐ w teŶ sposóď ŵatryĐę dla eŶzyŵów replikacyjnych 

oraz transkrypcyjnych. 
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• Topoizoŵerazy są zaaŶgażowaŶe w kontrolowanie superskręĐeŶia. 

 

• RóżŶy ŵeĐhaŶizŵ działaŶia topoizomeraz stał się podstawowyŵ 
kryteriuŵ iĐh podziału Ŷa dwa typy - I oraz II, które ŶaĐiŶają 
odpowiedŶio jedŶą luď dwie ŶiĐi DNA.  
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Topoizomeraza typu I 

       EŶzyŵ owija się wokół helisy DNA i ŶaĐiŶa tylko jedŶą z jej ŶiĐi. PóźŶiej, 
utrzyŵująĐ się w ŵiejsĐu uszkodzeŶia, pozwala helisie wirować. )Ŷosi to 
ŶaprężeŶia wyŶikająĐe z jej zwiŶięĐia. Gdy struktura jest już rozluźŶioŶa, 
topoizomeraza łąĐzy przeĐięty łańĐuĐh, przywraĐająĐ pierwotŶą strukturę 

podwójnej helisy DNA. 

 

Hydroliza ϭ wiązaŶia 
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DziałaŶie topoizoŵerazy I 
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Topoizomerazy 1A w bakteryjnym chromosomie 

(A).W efekcie nukleofilowego ataku OH reszty tyrozyny w centrum katalitycznym 

topoizoŵerazy Ŷa wiązaŶie fosfodiestrowe doĐhodzi do jego hydrolizy ;wiązaŶia 
fosfodiestrowegoͿ z jedŶoĐzesŶyŵ utworzeŶieŵ przejśĐiowego koŵpleksu kowaleŶĐyjŶego 
ŵiędzy grupą hydroksylową tyrozyŶy, a uwolŶioŶą grupą fosforaŶową Ŷa ϱ’-końĐu przeĐiętej 
nici (B). NastępŶie ŶietkŶięta Ŷić jest przeĐiągaŶa przez utworzoŶe pękŶieĐie. 
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;CͿ PełeŶ Đykl katalityĐzŶy końĐzy się religaĐją wiązaŶia fosfodiestrowego i uwolnieniem 

ĐząsteĐzki kwasu deoksyrybonukleinowego. (D) Następstweŵ działaŶia topoizomeraz 

typu IA jest usuŶięĐie jedŶego, ŶegatywŶego superskrętu z ĐząsteĐzki DNA po każdyŵ 
cyklu katalitycznym  
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DziałaŶie topoizoŵerazy ϭA  

ďiałko 

DNA 

koŵpleksu ďiałko / DNA. 

SĐheŵat przedstawiająĐy propoŶowaŶy ŵeĐhaŶizŵ relaksaĐji DNA według topoizoŵerazy 
1A.  
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Topoizomeraza typu II 

Topoizomerazy typu II rozszĐzepiają podwójŶą Ŷić DNA przez zŵiaŶę liĐzďy 
powiązaŶia ĐząsteĐzki DNA. PrzekształĐają ϭ dodatŶi skręt do 1 ujemnego.  

Topo 

Hydroliza Ϯ wiązań 

Zastosowanie: do topoizomeraz II zaliĐza się Topo IV, który odgrywa ważŶą rolę w rozłąĐzaŶiu 
Ŷowo replikowaŶyĐh geŶoŵów, zapewŶiająĐ tyŵ saŵyŵ właśĐiwą segregaĐję podĐzas 
podziału koŵórki. 
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OďeĐŶość topoizomeraz I i II u 

wybranych typów bakterii 
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Przykład topoizoŵerazy II – gyraza 

DNA 

To eŶzyŵ występująĐy w orgaŶizŵaĐh prokariotycznych. Przy użyciu eŶergii 
pochodzącej z hydrolizy ATP katalizuje oŶ wprowadzaŶie ujeŵŶych skrętów w 
helisie DNA. 

gyraza 
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Do określeŶia topologii ďiałko – DNA stosuje się ŵetody pośredŶie, ŵ. iŶ. topologię 
eŶzyŵatyĐzŶą. 
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PodĐzas replikaĐji, przeŵieszĐzająĐe się widełki replikacyjne 

geŶerują pozytywŶe superskręty przed widełkaŵi oraz 
negatywne superskręty za nimi.  

Rola topoizomerazy w procesie 

replikacji 

Replikacja DNA − proĐes, w któryŵ podwójŶa Ŷić DNA ;podwójŶa 
helisaͿ ulega skopiowaŶiu ;proĐes saŵoodtwarzaŶia się DNAͿ 

Topoizomeraza I i gyraza, usuwająĐ z DNA 
odpowiednio negatywne i pozytywne 

superskręty, zapewŶiają efektywŶe 
przeŵieszĐzaŶie się koŵpleksu replikacyjnego 

wzdłuż Đhroŵosoŵu.  



Replikacja DNA 

Topoizoŵerazy I występują we wszystkiĐh orgaŶizŵaĐh, iĐh utrata jest śŵiertelŶa dla koŵórki. 
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Rola topoizomerazy w procesie 

transkrypcji 
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Transkrypcja - w geŶetyĐe proĐes syŶtezy RNA Ŷa ŵatryĐy DNA przez różŶe 
polimerazy RNA, czyli przepisywanie informacji zawartej w DNA na RNA. 

Topoizomeraza odpowiada także za przemodelowywanie chromatyny podczas 

cyklu transkrypcji. 

Podczas transkrypcji, topoizomeraza I uŵożliwia usuwaŶie 
negatywnych superskrętów i zapoďiega powstawaŶiu tzw. pętli R, 
tworzoŶyĐh przez powstająĐe podĐzas traŶskrypĐji hyďrydy 
DNA:RNA.  
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Rola topoizomerazy I podczas transkrypcji jest szczególnie widoczna w 

warunkach stresu. Dochodzi wtedy do ekspresji dużej puli genów. 

TowarzysząĐa temu intensywna transkrypcja, wymaga zaaŶgażowaŶia 

dodatkowych ĐząsteĐzek ďiałka TopA, którego wytwarzanie jest w takich 

okoliĐzŶośĐiaĐh podwyższoŶe.  

Transkrypcja 



Rekombinacja 

Rekombinacja jest to proces wymiany ŵateriału genetycznego, w wyniku którego 

powstają nowe genotypy. Stanowi ona główŶe źródło występująĐej w przyrodzie 

zŵieŶŶośĐi dziedzicznej oraz podstawę dla procesów ewolucyjnych. 

JedŶo z zastosowań teorii węzłów 
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Miejscowo-specyficzna rekombinacja  

      Miejscowo-specyficzna rekombinacja jest procesem, w którym blok DNA zostaje 

przeŶiesioŶy do iŶŶej pozyĐji w ĐząsteĐzĐe ziŶtegrowaŶej z geŶoŵeŵ gospodarza. 
)aĐhodzi ŵiędzy ŶiespokrewŶioŶyŵi sekweŶĐjaŵi Ŷukleotydowyŵi.  

Enzym: rekombinaza 

      CzęśĐi ĐząsteĐzki luď różŶyĐh ĐząsteĐzek są rozpozŶawaŶe, a ŶastępŶie 
związaŶe przez eŶzyŵ. Jest to etap reakĐji zwaŶy Synapsis. CząsteĐzka DNA 

wraz z eŶzyŵeŵ określa się ŵiaŶeŵ koŵpleksu syŶaptyĐzŶego. Przed 
rekoŵďiŶaĐją ĐząsteĐzka DNA ŶazwaŶa jest 

substratem, a po rekombinacji – produktem. 
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      Po związaŶiu z DNA, enzym przerywa go w dwóch miejscach, a ŶastępŶie rekombinuje 

końĐe przez ich wyŵiaŶę.  

substrat 
produkt Kompleks 

synaptyczny, 

rekombinaza 

przyłąĐzoŶa do 
obu stron 
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Schemat rekombinacji miejscowo-specyficznej 
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Każde z ŵiejsĐ rekoŵďiŶaĐji są odpowiedŶio zorieŶtowaŶe. 
Jeśli orieŶtaĐja stroŶ się zgadza, koŶfiguraĐję ĐząsteĐzki 
określa się direct repeats, a jeśli Ŷie to tzw. inverted repeats. 

direct repeats – właśĐiwe powtórzeŶie inverted repeats – odwrócone powtórzenie 
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a) Jeżeli suďstrateŵ jest węzeł DNA we właśĐiwyŵ 
powtórzeniu  - produkt to złąĐzoŶe Ϯ koŵpoŶeŶty DNA 

b) Jeżeli suďstrateŵ są Ϯ spleĐioŶe ĐząsteĐzki DNA – produkt to 

węzeł DNA ;DNA knot) 

c) Jeżeli suďstrateŵ jest węzeł DNA w odwróĐoŶyŵ 
powtórzeniu  - produkt to węzeł DNA ;DNA knot) 
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IstŶieje kilka ŵetod, które pozwalają 
ŶaukowĐoŵ określić, jakiego rodzaju 
węzeł luď połąĐzeŶie jest utworzoŶe 

po miejscowo-specyficznej 

rekombinacji. 
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Elektroforeza w żelu agarozowym –  
rozdzieleŶie ĐząsteĐzek DNA 

Proces rozdzielania DNA:  

1. NaĐięĐie DNA w Đelu uwolŶieŶia 
superzwojów.  

2. PrzygotowaŶie płytki żelowej i  
uŵieszĐzeŶie jej w kąpieli wodŶej 

3. PrzepuszĐzeŶie prądu przez tę kąpiel 
4. NaŶiesieŶie ŶaĐiętyĐh ĐząsteĐzek DNA 

Ŷa żel. 
5. ProĐes rozdzieleŶia w żelu 

OkreśleŶie topologii DNA 
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Grupy fosforaŶowe są ŶaładowaŶe ujeŵŶie, a 
więĐ DNA ďędzie ŵigrować do dodatŶiego 

końĐa w żelu. 

W świetle UV pojawiają się ĐieŵŶe prążki w 
dół ďiałego żelu. Każde pasŵo odpowiada 

wielu ĐząsteĐzkoŵ DNA, a jego iŶteŶsywŶość 
jest proporĐjoŶalŶa do ilośĐi oďeĐŶego DNA. 
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Metoda elektroforezy w żelu ŵoże jedyŶie oszaĐować liĐzďę splotów jakie DNA zawiera, 
dlatego dla  ďardziej preĐyzyjŶego poŵiaru… 
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W tyŵ proĐesie, ĐząsteĐzka DNA jest osłoŶięta 
powłoką, która gęstŶieje i usztywŶia ją. Jest 

więĐ ŵożliwe określeŶie dokładŶie węzłów luď 
łąĐzeń.  

... stosuje się wizualizaĐję ĐząsteĐzki DNA za 
poŵoĐą ŵikroskopu elektroŶowego 

49 



Kompleks synaptyczny 
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RNA - pseudowęzły 
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Pseudowęzeł powstaje, kiedy 

jednoniciowy fragŵeŶt RNA, Ŷp. pętla, 
tworzy pary zasad z sekweŶĐją odległą od 

Ŷiego w ĐząsteĐzĐe. 

      Pseudowęzeł defiŶiuje się jako strukturę RNA 
składająĐą się z Đo ŶajŵŶiej dwóĐh helikalnych 

segŵeŶtów połąĐzoŶyĐh ze soďą przez jednoniciowe 

regioŶy luď pętle. 
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Powstawanie obszaru pseudowęzła H w RNA. 

a) Liniowa organizacja podstawowych elementów parowania 

b) Tworzenie struktury tzw. szpinki do włosów przed tworzeŶieŵ 
pseudowęzła 

c) Utworzenie struktury H  

struktura pseudowęzła 

wirusa żółtej ŵozaiki 
rzepy 
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pseudowęzeł 

Lokalizacja pseudowęzła w RNA 



Funkcje pseudowęzłów RNA: 

 

- kataliza 

- regulacja rybosomalna 

- regulacja translacyjna 

- regulaĐja iŶiĐjaĐji syŶtezy ďiałek w RNA 
wirusowym 
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W przeĐiwieństwie do DNA, RNA Ŷie tworzy 
węzłów i splotów. JedŶak Đzęsto przyjŵuje 

strukturalŶie złożoŶe koŶforŵaĐji, w 
któryĐh zŶajdują się liĐzŶe topologiĐzŶe 

skrzyżowaŶia łańĐuĐha w postaĐi 
pseudowęzłów. 

Struktura pseudowęzła 

jest stabilna. 



Białka także posiadają szereg 
skomplikowanych topologicznych cech 
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wiązaŶia niekowalencyjne ŵogą prowadzić do 

zazęďieŶia oligomerycznych podjednostek 

pierśĐieŶi ďiałkowyĐh, w których dwa 

pierśĐieŶie tworzą splot Hopfa, a zatem stają 

się ŶierozłąĐzŶe. 

struktura splotu Hopfa utworzona przez 

wiązaŶia disiarczkowe wewŶątrz każdej 
podjednostki 

dimerycznego ďiałka 
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wiązaŶie dwusiarĐzkowe tworzy pętlę 
kowaleŶĐyjŶą, przez którą Đzęść łańĐuĐha 
polipeptydowego jest wkręĐoŶa 

czynnik wzrostu nerwu zawiera cysteinowy 

węzeł utworzoŶy przez trzy wiązaŶia 
dwusiarĐzkowe ;ĐzarŶe słupkiͿ ŵiędzy dwoŵa 

odĐiŶkaŵi łańĐuĐha polipeptydowego 
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łańĐuĐh polipeptydowy  
metylotransferazy E. coli 

zawiera trójlistnik 

ludzka fosfataza 
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Eksperymentalna charakterystyka zwijania metylotransferaz  

ŁańĐuĐh polipeptydowy 
składa się do węzła 
trójlistnika. 

DowiedzioŶo, iż ďiałka 
tworzą spoŶtaŶiĐzŶie węzły 
bez pomocy jakichkolwiek 

ŵolekuł. 
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W 2010 roku grupa Yeates skoŶstruowała sztuĐzŶie splątaŶe Ŷa kształt 
trójlistnika ďiałka przez kowaleŶĐyjŶe połąĐzeŶie ze soďą dwóĐh ŵoŶoŵerów 
tworząĐ diŵeryĐzŶą strukturę HPϬϮϰϮ z Helicobacter pylori 

Poŵiŵo, iż splątaŶe ;knottedͿ ďiałko jest 
ďardziej staďilŶe Ŷiż ŶiesplątaŶe ;unknotted) to 

zwija się w zŶaĐzŶie wolŶiejszyŵ teŵpie ;około 
20-krotŶieͿ, wskazująĐ, iż zapętleŶie luď 

oddziaływaŶie związaŶe z Ŷiŵ ograŶiĐzają 
szyďkość zwijaŶia ďiałek.  
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WystępowaŶie węzłów w poliŵeraĐh 

Węzły ŶaturalŶie pojawiają się w długiĐh 
łańĐuĐhaĐh poliŵerów i odgrywają ważŶą rolę 
w procesach biologicznych.  

„splątaŶy” oďszar 
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