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Czym jest DNA?

 Wielkocząsteczkowy organiczny 
związek chemiczny z grupy kwasów 
nukleinowych

 Zawiera kwas deoksyrybonukleoinowy

 U organizmów eukariotycznych 
zlokalizowany w jądrze komórkowym 
(99%) oraz mitochondriach (1%)

 U organizmów prokariotycznych 
bezpośrednio w cytoplazmie

 Najczęściej spotykaną formą DNA jest 
DNA B (prawoskrętna helisa)



Budowa DNA 

W skład helisy DNA wchodzą: 

ZASADA AZOTOWA

a) Purynowe (adenina, guanina)
b) Pirymidynowe (cytozyna, tymina)

Zasada komplementarności zasad 
azotowych

CUKIER 
(PENTOZA)

 deoksyryboza

RESZTA 
FOSFORANOWA



Helisa DNA jest wykorzystywana do wielu biologicznych 
procesów, które są niezbędne dla ludzkiego życia:

Replikacja odtwarzanie określonej cząsteczki DNA

Transkrypcja kopiowanie fragmentów DNA

Rekombinacja  modyfikowanie cząsteczek DNA



Replikacja DNA

 Jest to jeden z najważniejszych 
procesów umożliwiajacych 
przekazywanie informacji genetycznej

 Replikacja jest procesem, w którym 
podwójna nić DNA ulega powieleniu 
(skopiowaniu) tworząc dwie nici 
potomne

 Proces replikacji jest procesem 
semikonserwatywnym 

Podczas podziału w każdej dwóch 
potomnych nici DNA znajduje się jedna 
nić macierzysta oraz jedna nowa nić



Ponieważ DNA  jest dużą, ściśle zapakowaną cząsteczką 
tworzy swego rodzaju splątania oraz węzły. 

W związku z tym konieczne jest topologiczne 
manipulowanie w celu umożliwienia                                            
oraz ułatwienia zajścia procesów replikacji,                     
transkrypcji oraz rekombinacji genetycznej. 

W tym celu wykorzystywane są enzymy



Działanie enzymow

Enzymy mogą manipulować cząsteczką DNA  
na kilka sposobów:

a) Zwijanie się



Działanie enzymów

b) Mogą przemieniać skrzyżowania nici (mosty na 
tunele, tunele na mosty)



Działanie enzymów

c) Rekombinacja



Topoizomerazy

 Są enzymami odpowiedzialnymi za stopień 
skręcenia podwójnej helisy DNA

 Ich rola polega na rozpleceniu podwójnej helisy 
udostepniając w ten sposób matrycę dla 
enzymów replikacyjnych oraz transkrypcyjnych



Topoizomeraza typu I

Ten typ enzymu hydrolizuje jedne wiązania (nacięcie 
jednej nici odpowiada za usunięcie superskrętów)



Topoizomeraza typu I

 Jednym z przykładów, w których 
główną role odgrywają 
topoizomerazy typy I jest proces 
replikacji DNA  

 Występują one we wszystkich 
organizmach – ich utrata wiąże się 
ze śmiercią komórki



Topoizomeraza typu II

Ten typ enzymu hydrolizuje dwa wiązania (nacięcie obu 
nici odpowiada za dodanie do cząsteczki superskrętów)

Jednym z przykładów 
działania topoizomeraz 
typu II jest replikacja 

kolistego DNA



Często węzły i sploty DNA  powstają jako produkty niektórych badań 
laboratoryjnych – gównie w wyniku enzymologii topologicznej. 

Badania prowadzone są na sztucznie wyhodowanych kolistych cząsteczkach DNA. 

Takie węzły mogą być pomocne w określaniu wielu informacji:

 Określanie mechanizmu oraz sposobu wiązania białek 

 Zgłębienie procesów replikacji oraz rekombinacji

Węzeł DNA został odkryty po raz pierwszy w 
laboratorium w 1981 roku  przez Liu i Davisa



Przykład węzła DNA  zobrazowany z użyciem 
mikroskopii elektronowej



Rekombinacja

Jednym z głównych zastosowań teorii węzłów                                                                             
w biologii molekularnej jest proces                                                                      
rekombinacji genetycznej

To proces wymiany materiału genetycznego, w wyniku którego powstają nowe 
genotypy. 

 Rekombinacja homologiczna 
 Konwersja genów
 Rekombinacja umiejscowiona (specyficzna dla miejsca)
 Rekombinacja niehomologiczna



Rekombinacja umiejscowiona 

Rekombinacja umiejsciowiona (special – site recombination) jest 
najczęściej wykorzystywanym procesem w teorii węzłów.

Ten typ rekombinacji zachodzi między niespokrewnionymi sekwencjami. 
Fragment („blok”) DNA jest przenoszony w inne miejsce w cząsteczce  lub 
na przykład fragment wirusowego DNA  jest przenoszony do genomu 
gospodarza.

Proces rekombinacji specyficznej wykorzystuje się między innymi do:

 Rearanżacji genów oraz ich regulacji

 Kontroli liczby genów

 Terapii genowej

Enzymami biorącymi udział w tym procesie są REKOMBINAZY



Rekombinacja genetyczna

 Mały fragment sekwencji genetycznej rozpoznawany 
przez rekombinazę jest nazywany miejscem startu 
rekombinacji

 Para miejsc o takich samych lub różnych sekwencjach jest 
rozpoznawana i wiązana przez enzym              SYNAPSA

 Czasteczka DNA i enzym są wspólnie nazywane 
kompleksem synaptycznym



KOMPLEKS 
SYNAPTYCZNY



Rekombinacja genetyczna

 Po związaniu DNA z enzymem cząsteczka 
jest przecinana w dwóch miejscach, po czym 
następuje proces rekombinacji

Każde z miejsc rekombinacji jest 
zorientowane w określony sposób

Właściwe powtórzenie Odwrócone powtórzenie



Określenie topologii białko – DNA jest skomplikowanym 
procesem, dlatego często wykorzystywane są metody 
pośrednie. Do jednym z takich metod zalicza się tzw. 
topologia enzymatyczna



Topologia enzymatyczna opiera się na badaniu 
głównie kolistych cząsteczek DNA.

Cząsteczki te są genetycznie modyfikowane z 
wykorzystaniem technik inżynierii genetycznej, w 
taki sposób aby zawierały obszary, które są 
specyficzne dla działania określonych enzymów

Te koliste cząsteczki są z punktu widzenia topologii 
enzymatycznej węzłami oraz splotami



Cząsteczki są rozdzielane z wykorzystanie 
elektroforezy na żelu agarozowym, a następnie 

wizualizowane z wykorzystaniem technik 
mikroskopii elektronowej



Elektroforeza

ELEKTROFOREZA

zjawisko poruszania się naładowanych cząstek koloidalnych – pod działaniem pola
elektrycznego – w stosunku do nieruchomego ośrodka rozpraszającego

Elektroforeza rozdziela cząsteczki 
DNA różniące się cieżarem 

cząsteczkowym. Biorąc pod 
uwagę fakt, że rozdzielane 

cząsteczki mają taką samą masę 
(jak to ma miejsce w przypadku 

topologii enzymatycznej) –
cząsteczki będą różniły się 

subtelnymi różnicami w geometrii 
(superskręty) oraz topologii



Zjawisko elektroforezy



Obserwując zmiany w geometrii (superskręty)  oraz 
topologii (węzły i sploty) w cząsteczce DNA 
spowodowanych przez działanie enzymów , możliwe 
jest opisanie mechanizmów zachodzących procesów



Kolistą cząsteczkę DNA można umownie przedstawić za 
pomocą dwóch splotów:

 Splot S – brak zmian dokonanych przez enzym
 Splot T – miejsce, w którym doszło do działania enzynu
 Splot R – miejsce, w którym doszło do rekombinacji; zastępuje splot T

Substrat oraz produkt jest 
znany

Sploty S, T oraz R są 
zmiennymi, których nie 

znamy



WĘZEŁ TRYWIALNY

SPLOT HOPFA

WĘZEŁ ÓSEMKOWY

SPLOT WHITEHEAD’A



DZIĘKUJE ZA UWAGĘ!
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