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Biologia molekularna

Biologia molekularna jest to dziedzina nauki z pogranicza kilku nauk
biologicznych, m.in. biochemii, biofizyki i genetyki. Zajmuje sie ona
ustalaniem zwigzku pomiedzy budowg substancji wielkoczgsteczkowych
(gtownie DNA, RNA i biatek), a rolg, jaka petnia one w komorce.
Przedmiotem jej badan jest réwniez organizacja organelli komodrkowych
oraz molekularne podfoze ich funkcjonowania.

Termin biologia molekularna
zostat po raz pierwszy uzyty w
1930 r. przez Warrena
Weavera, pracujgcego dla
Fundacji Rockefellera.
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Techniki biologii molekularnej

Jej rozwadj zawdziecza sie opracowaniu takich technik jak:

* mikroskopia elektronowa

» tancuchowa reakcja polimerazy (PCR)
* elektroforeza

e chromatografia

* metody dyfrakcyjne i hybrydyzacyjne
e klonowanie molekularne

* sekwencjonowanie.

THERMAL CYCLE: 38
60° Produkty PCR

Elektroforeza

Za ich pomocg opisuje ona na poziomie molekularnym sposéb w jaki zachodzg
mechanizmy regulujace rdéznorodne procesy zyciowe organizmu, takie jak
przewodnictwo impulsdow nerwowych, funkcjonowanie bton komadrkowych,
dziatanie hormondéw, morfogeneza, kurczliwos¢ miesni, czy rdznicowanie sie

komorek.
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Podtoze biologii molekularnej

Do najwazniejszych osiggnie¢ biologii molekularnej zaliczy¢é mozna
odkrycie sposobu replikacji DNA i biosyntezy biatek oraz ustalenie
kodu genetycznego, czyli uniwersalnego zapisu informac;ji
genetycznej. Odkrycia te wptynety w znacznym stopniu na rozwd;j
biotechnologii, genetyki molekularnej oraz inzynierii genetyczne;j.
Daty ona réwniez poczatek terapii genowej, czyli leczeniu choréb m.
in. za pomocg wprowadzenia obcych kwasow nukleinowych do
komorki.

Gtownym narzedziem w biologii

molekularnej jest materiat genetyczny
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Materiat genetyczny

Materiat genetyczny — substancja chemiczna bedaca fizycznym
nosnikiem informacji genetycznej i dziedzicznosci. U wszystkich znanych
organizmow zywych materiatem genetycznym jest DNA. U niektdrych
wirusow, np. u wirusa grypy lub wirusa HIV, funkcje te petni RNA.

Czasteczka RNA
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DNA

Kwas deoksyrybonukleinowy to materiat genetyczny u
eukariontow. Czgsteczke DNA tworzg dwa dtugie fancuchy czesto
zwane ni¢mi, z ktérych kazdy jest zbudowany z potgczonych ze
sobg nukleotydow.

O
Kazdy nukleotyd sktada sie z: N NH
edeoksyrybozy (czasteczki cukru O « \ /)\ NH2
[ N N

*reszty fosforanowej HO—P—0

I
eczterech zasad azotowych O @)

(adenina, guanina, cytozynai

tymina). OH

Nukleotyd DNA
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W DNA dwie nici nukleotydowe
owijajg sie wokot siebie, tworzgc
podwodjna helise -  strukture
przypominajgca ksztattem krete
schody. Obie nici utrzymujg sie dzieki
taczacym je wigzaniami wodorowymi,
wystepujgcymi  miedzy  zasadami
azotowymi. Ksztatt czgsteczek sprawia,
ze tylko w parach A-T i G-C zasady

Adenina o
pasujg do siebie idealnie i s3 Cytozyna '
wzgledem siebie komplementarne. Tymina = ) . .

. 7 7 . . . . A , ary zasadowe
Kolejno$¢ utozenia w niciach DNA NS "

Guanina

_ N\
czterech zasad azotowych, czyli tzw. -

Q
sekwencja zasad, ma podstawowe 2\ °si
znaczenie biologiczne. \ /

O >

Y

Budowa czgsteczki DNA

Cukier-deoksyryboza
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Funkcja DNA

» Kodowanie informacji zwigzanej z sekwencjg RNA i biatek,
kontrola ich syntezy oraz przekazywanie informacji genetycznej
nastepnym pokoleniom.

» Najwazniejszy w przyrodzie zapis okreslajagcy kompletng strukture
i wszystkie funkcje nie tylko pojedynczych komorek, ale i catych
organizmow
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Wyzsza struktura DNA

podwdjna helisa
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Przejdzmy do weztow ....

fppt.com



Wezty i biologia

Czy to mozliwe?
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"Antynoblami honorowane sg osiggniecia, z ktorych ludzie najpierw
sie Smiejg, by potem zaczgc sie nad nimi zastanawiac"

W 2008 roku antynobla z fizyki otrzymali Amerykanie Dorian Raymer i

Douglas Smith ,za udowodnienie, ze sterty sznurkow lub wtosow musza

sie kiedys poplatac”. Ich praca moze sie wydawaé Smieszna ale tak

naprawde zajeli sie zupetnie powaznym problemem ,samoistnego”

pojawiania sie weztow na réznych sznurach (,sznurem” moze by¢ takze

DNA lub polimer) poddanych przypadkowym oddziatywaniom. Doszli do

ciekawych wnioskow.

* istnieje pewna graniczna dtugos¢, ponizej ktdrej wezty nie pojawiajg sie
,Samoistnie”

* wezly pojawiajg sie raczej na sznurach wiotkich niz na sztywnych lub
sprezystych

* dotychczasowy model , samoistnego” powstawania weztdw btednie
przewidywat typy weztéw, jakie powinny sie pojawiac.

Artykut w PNAS tadnie taczy matematyczng teorie weztow z fizyka

doswiadczalna.

TAK! Wezty i biologia to mozliwe!
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Matematyczny wezet jest krzywag zamknietg. Mozna to sobie
wyobrazi¢ jako zamknietg petle ze sznurka, tak jak na rysunku.
Jesli sznurek ma na sobie wezet, niemozliwym jest rozplatanie

zta trywialnego bez rozcinania go.

go do we

Pierwszy wezet jest jedynie petlg ze sznurka, ktéry zostat
skrecony. Jest to wezet trywialny. Moze by¢ tatwo rozplatany
pociggajac fancuch w celu utworzenia regularnej petili.
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Matematyczny wezet

Ten sznurek jest juz wyraznie weztem. Jest tylko jeden sposdb aby
go pozbyc. Trzeba przecigC sznur i go rozwigzac.
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DNA mozemy sobie wyobrazi¢ jako skomplikowany wezet, ktory
musi zostacC rozwigzany przez enzymy aby mogta nastgpic replikacja
czy transkrypcja. To chyba nie jest dla nas zaskoczenie, ze zostaty
odkryte powigzania pomiedzy matematyczng teoria weztdw a
biologig. Myslac o DNA jako o wezle, mozemy uzy¢ teorii weztdw,
zeby oszacowacC jak bardzo DNA jest zapetlone. To moze pomodc
nam w poznaniu odpowiednich wtasciwosci enzymow, ktore
rozplatujg DNA.
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Zasady topologii, ktore stosuje sie w matematycznej teorii weztéw
mozna przenieS¢ do DNA. Dzieki temu naukowcy moga miec szanse
na ilosciowe oznaczenie upakowania DNA, zamiast tylko
subiektywnych opisow. Pakowanie i rozplgtywanie DNA oparte jest
na reakcjach enzymatycznych, ktére powodujg konwersje nici DNA do
weztow, potgczonych nici lub bardziej uporzagdkowanych form.

Teoria weztow moze pomoc naukowcom odkry¢
mechanizm, dzieki ktoremu dziatajg enzymy powigzane z
DNA.
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Model ten wykorzystuje matematyke splotow do modelowania
biatka wigzgcego DNA. Biatko jest przedstawione jako czarna
kulka. DNA jest prawidtowo osadzong krzywg w kuli
przedstawiajgcej biatko. Model ten przedstawia kompleks
biatko-DNA
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Materiat genetyczny w komorce

Kazda z Twoich komodrek zawiera okoto dwa metry fancucha DNA
upakowanego w malutkiej przestrzeni wewnatrz milion razy mniejszego
jadra. Jak sobie mozesz wyobrazi¢, te dtugie, cienkie fancuchy tatwo
mogg ulec zaplataniu w aktywnym wnetrzu jagdra. Dodatkowo sytuacje
komplikuje fakt, ze fancuch DNA to podwdjna helisa, ktdra musi byc
rozpleciona w celu odczytania informacji genetycznej. Jesli prébowates
kiedykolwiek rozplata¢ pojedyncze wtdkna kawatka sznura, zrozumiesz
jakie zawite problemy moze to stwarza¢. Aby sobie to utatwié, Twoje
komorki stworzyty kilka réoznych topoizomeraz.

E ‘~/ U " DNA
=

human nucleus
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Topoizomerazy — grupa enzymow biorgcych udziat w replikacji,
gdzie odpowiadajg za stopien skrecenia podwaojnej helisy.

Topoizomerazy rozplatajg podwadjng helise DNA, udostepniajgc w ten
sposéb matryce dla enzymoéw replikacyjnych lub transkrypcyjnych. W

zaleznosci  od liczby  rozrywanych  jednorazowo  wigzan
fosfodiestrowych wyrdznia sie:

Z1I0POIZOMERAZY

2 10POIZOMERAZY (I
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Topoizomerazy | sg biatkami, ktore tng jeden segment DNA. Hydrolizujac
jedno wigzanie, powodujg naciecie jednej nici. Rozluzniajg DNA, gdyz po
przecieciu jednej nici moze on swobodnie wirowac¢ co znosi naprezenia
wynikajgce ze zwiniecia podwadjnej helisy.

Usuwajg z czgsteczki DNA superskrety!
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Topoizomerazy |

Jak to dziata?

» Czasteczka DNA wigze sie z centrum aktywnym topoizomerazy |; grupa
hydroksylowa -OH tyrozyny 723 wchodzi w reakcje z grupg fosforanowg
jednej z nici DNA, tworzy sie wigzanie fosfodiestrowe miedzy enzymem i
DNA — nastepuje rozerwanie (rozciecie) jednej z nici helisy.

» Czasteczka DNA odwraca sie wokét nieprzecietej nici. Taka rotacja usuwa
superhelikalne skrety w czgsteczce

fppt.com



Topoizomerazy |

Jak to dziata?

» Wolna grupa hydroksylowa -OH czgsteczki DNA wchodzi w
reakcje z grupg fosfotyrozynowg w skutek czego przerwana nic
DNA zostaje potaczona.

» Topoizomeraza | odigcza sie od czgsteczki DNA.
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Topoizomerazy klasy Il sg wyspecjalizowane w rozplagtywaniu DNA w jadrze
komorkowym. Na przyktad, podczas podziatu komoérki zachodzi potrzeba
rozdzielenia dwéch kopii kazdego z chromosomoéw. Podczas tego procesu
fragmenty dwoch siostrzanych chromosomow mogg sie splata¢ razem, co
powoduje, ze po podziale ciggle s3 ze sobg potaczone.

Topoizomerazy klasy Il rozwigzujg ten problem
przez umozliwienie jednej helisie DNA przejscia
przez inng helise. Aby tego dokonad przecinaja
oba tancuchy jednej helisy DNA, nastepnie
przepuszczajg inng ni¢ DNA przez powstatg
przez ciecie przerwe rozplatujgc supet. Na
koncu 1t3czg ze sobg rozciete konce i
przywracajg ciggtosc nici DNA.

Dodajg do czgsteczki DNA superskrety!
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Topoizomerazy Il

Jak to dziata?

» Czasteczka DNA wigze sie z centrum aktywnym topoizomerazy Il, tworzac
kompleks.

» Kompleks topoizomeraza Il / czgsteczka DNA (segment G) wigze sie stabo z
innym fragmentem DNA (segment T) za pomocg domen.

» Po dostarczeniu energii w postaci ATP nastepuje rozerwanie obu nici
segmentu G.
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Topoizomerazy Il

Jak to dziata?

» Segment T zostaje przemieszczony za pomocg domen (biatek
sktadowych czasteczki) topoizomerazy Il przez pekniecie segmentu G.

» Pekniete nici segmentu G zostajg na nowo potgczone.

» Topoizomeraza |l otwiera domeny (segment G pozostaje zwigzany z
enzymem) i jest gotowa do zwigzania kolejnego segmentu T. )
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Gyraza DNA

Gyraza DNA jest to enzym wystepujacy u Procaryota,
nalezagcy do topoizomeraz typu Il. Przy uzyciu energii
pochodzgcej z hydrolizy ATP katalizuje on wprowadzanie
ujemnych skretow w helisie DNA.

gyrase

-,J)

e
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Ujemne skrety w DNA

\O QO

Gyrase changes
sigh of deublepomt

Chrrcular DA supercoding
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C/_Q-) SUBSTRAT

O PRODUKT

Jedna zmiana skretu moze spowodowac duze zmiany
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Wezty DNA pod mikroskopem
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Biatka sg dtugimi fancuchami ztozonymi z kilkudziesieciu lub nawet kilkuset
aminokwasoéw. Nici te skrecajg sie na rézne sposoby, formujac proste
struktury trojwymiarowe, ktére z kolei zwijajg sie w kieby o ztozonej
konfiguracji przestrzenne,;.

Szczegdlnie interesujgcg cechg biatek jest to, ze w wiekszosci przypadkow
stajg sie aktywne biologicznie tylko po zwinieciu w Scisle okreslony ksztatt.
Mechanizm przeksztatcania pierwotnej, liniowej struktury biatkowej (nici) w
przestrzennie ztozong forme - zawsze o tym samym ksztatcie nie zostat
jeszcze doktadnie poznany.

Struktura przestrzenna jednego z biatek
z weztem. Po prawej - schemat, na
ktorym wezet jest wyraznie widoczny
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Powstawanie trojwymiarowej
struktury biatek

Dtugie taincuchy aminokwasow
skrecajg sie w petle i helisy, a te zwijajg
sie w kieby o ztozonej konfiguracji
przestrzennej.
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Tworzenie weztow w biatku

* Najpierw powstaje petla, ktdra ulega skreceniu, po czym przez jej oczko
zostaje przetozona konicdwka tancucha biatkowego. Jesli petle skrecimy o
180 stopni i wykonamy przetozenie przez oczko, otrzymamy wezet 3-1; jesli
wykonamy petny obrét: 4-1, jesli dwa obroty: 5-2, przy trzech: 6-1.

* Wezty w wyrazny sposob ograniczajg ruchy fancucha, dlatego badania nad
ich powstawaniem majg istotne znaczenie dla poznania mechanizméw
zwijania i rozwijania struktur biatkowych

* Wyjasniono tez dlaczego nie wida¢ weztdw typu 5-1. Wymagajg one dwdch
przetozen koncowki przez oczko, co jest bardzo mato prawdopodobne

_—

OOOL

Rodzaje weztow w biatkach. Od lewej: 3-1, 4-1, 5-2 i 6-1
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Rola weztow w biatkach

Zrozumienie roli weztow w procesie formowania struktury
przestrzennej biatek moze mie¢ wiec szczegdlne znaczenie przy

zwalczaniu chorob, w ktorych kluczowg role odgrywajg agregaty
biatkowe np. choroba Alzheimera.

Przyktadowe agregaty biatkowe
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Podsumowuj3ac ...

Zasady topologii daty biologom zajmujacym sie badaniem komorek, potezny i niezmienny
sposob do ilosciowego badania wtasciwosci DNA. Podstawy teorii weztow pomogty wyjasnic
mechanizm, ktory enzymy wykorzystujg rozplgtujgc DNA. Dodatkowo, metody topologiczne
miaty duzy wptyw w wyjasnieniu lewoskretnego nawijania sie DNA wokét histondw. Pomiary
zmian w ilosci skrzyzowan spetnity znaczgacg role w zrozumieniu zakonczenia replikacji DNA
oraz role enzyméw w rekombinacji. Duzg nadzieje wigze sie tez z weztami w biatkach.
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»A Knot Theory Application to Biology An overview of DNA Topology” Candice Price
University of lowa, April 20, 2012

A. L. Mallam, S. E. Jackson ,,Knot formation in newly translated proteins is
spontaneous and accelerated by chaperonins” Nature Chemical Biology 8, 147-153
(2012)

http://naukawpolsce.pap.pl/aktualnosci/news,369536,polscy-badacze-na-tropie-
tajemnic-wezlow-w-bialkach.html

http://www.biotechnolog.pl/topoizomerazy
http://www.e-biotechnologia.pl/Artykuly/Biologia-molekularna
http://kwasynukleinowe.cba.pl/?page_id=48
http://www.tiem.utk.edu/~gross/bioed/webmodules/DNAknot.html

http://www.eioba.pl/a/2hcl/topoizomerazy-czyli-jak-powstaje-superhelikalna-
struktura-dna
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DZIEKUJE ZA UWAGE!
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