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Pomimo swoich rozmiarów i złożonej budowy, łańcuch DNA jest strukturą dynamiczną  

i podlegającą in vivo różnorodnym przemianom topologicznym. W procesach biologicznych 

zachodzących w jądrze komórkowym dwuniciowy DNA ulega rozplataniu m.in. w procesach 

replikacji i transkrypcji, zachodzącym pod wpływem gyraz i topoizomeraz oraz ponownemu 

utworzeniu struktury dwuniciowej helisy. W czasie tych procesów lokalne zmiany strukturalne 

mogą być bardzo znaczące i związane są z odwracalnym rozciąganiem (ang. stretching),  

zginaniem (ang. bending), skręcaniem (ang. twisting) oraz załamywaniem (ang. kinking) helisy. 



Genom - wszystkie cząsteczki DNA tworzące kompletną informację genetyczną organizmu. Termin 

ten oznacza również haploidalny zestaw chromosomów (n) 

Genom eukariontów zlokalizowany jest głównie:  

 w jądrze komórkowym(genom jądrowy), 

 w mitochondriach (genom mitochondrialny) 

 w chloroplastach(genom chloroplastowy) 

Genom jądrowy występuje w postaci  chromatyny w  niedzielącej się komórce, bądź też w postaci  

chromosomów tworzących się z chromatyny podczas podziału komórki 

Włókno 

chromatyny 



Najprostszym  sposobem  organizacji  nukleotydów  jest podwójna helisa  DNA.  Elementem umożliwiającym 

upakowanie DNA w chromosomie są histony. Tworzą one rdzeń białkowy, na który nawinięta jest dwukrotne nić 

DNA. W wyniku tego procesu tworzy się podstawowy element chromosomu – nukleosom. Zbiór nukleosomów 

ułożonych w specyficzny, zygzakowaty sposób, tworzy  fibrylę chromatynową (superhelisę). Fibryla  

chromatynowa  ulega  spiralnemu  zwinięciu tworząc  strukturę  zwaną solenoidem. Gdy komórka zaczyna się 

dzielić DNA ulega dalszemu skręceniu i pofałdowaniu - solenoid tworzy domeny (pętle). Jeżeli komórka 

przygotowuje się do podziału następuje dalsza spiralizacja materiału genetycznego, powstają chromosomy. 



Genofor („chromosom bakteryjny”) jest podstawową strukturą przechowującą bakteryjny materiał 

genetyczny, będący dwuniciowym helikalnym DNA tworzącym zamknięty okrąg. Zwinięty jest w ok. 

40 pętli przy centralnie leżącym rdzeniu zbudowanym z RNA i białek histonopodobnych, 

zasadowych białek HU i H.  

Typowy chromosom 

bakteryjny jest pojedynczą, 

kowalencyjnie zamkniętą 

cząsteczką dwuniciowego 

DNA.  



W komórce bakteryjnej chromosom występuje w postaci niezależnych topologicznie domen, 

których przestrzenna organizacja kontrolowana jest przez białka zwane topoizomerazami. 

Prawidłowa topologia chromosomu jest jednym z elementów warunkujących zachodzenie 

podstawowych procesów, takich jak replikacja, transkrypcja oraz rekombinacja materiału 
genetycznego. 

plazmid 

genofor  

Plazmid – cząsteczka 

pozachromosomowego DNA 

występująca w cytoplazmie 

komórki. Plazmidy kodują 

informację genetyczną na 

temat oporności bakterii na 

antybiotyki  



Chromosom bakteryjny nie jest strukturą bezwładnie zawieszoną w cytoplazmie, lecz jego 

organizacja podlega precyzyjnej kontroli na różnych etapach rozwoju komórki. W organizację 

struktury chromosomu bakteryjnego zaangażowanych jest wiele białek począwszy od małych, 

zasadowych białek podobnych do eukariotycznych histonów, a kończąc na grupie enzymów, 

zwanych topoizomerazami, kontrolujących topologię chromosomu. 

 

 Topoizomeraza I  

w kompleksie z DNA 



Topoizomerazy zaangażowane są w kontrolowanie superskręcenia. Enzymy te katalizują reakcję 

nacięcia, przemieszczenia nici DNA oraz religacji wiązania fosfodiestrowego. Różny mechanizm 

działania topoizomeraz stał się podstawowym kryterium ich podziału na dwa typy - I oraz II, które 

nacinają odpowiednio jedną lub dwie nici DNA.  



Topoizomerazy należą do rodziny enzymów biorących udział  

w procesach związanych z metabolizmem DNA: transkrypcji, replikacji, 

rekombinacji i kondensacji chromosomów. Usuwają one napięcia torsyjne DNA 

(tzw. superskręcenia), które pojawiają gdy kompleksy białkowe biorące udział 

w/w procesach poruszają się wzdłuż DNA rozplatając przed sobą podwójną 

helisę.  

 topoizomerazy I, hydrolizujące jedno wiązanie – nacięcie jednej nici, 

odpowiada za usuwanie z cząsteczki DNA superskrętów (relaksacja) 

  topoizomerazy II, hydrolizujące dwa wiązania – nacięcie obu nici, odpowiada 

za dodanie do cząsteczki DNA superskrętów. 



Topoizomerazy są to białka, których aktywną formę stanowi dimer wiążący dupleks 

DNA i tnący nici w miejscach znajdujących się naprzeciwko siebie. Podczas cięcia 

DNA każda podjednostka dimeru wiąże się poprzez mostek fosfotyrozynowy do 

końca 5' dupleksu za pomocą wiązania kowalencyjnego. Zmiana konformacyjna, 

powstająca w wyniku cięcia, powoduje wygenerowanie przerwy w obszarze DNA 

zwanym segmentem G (ang. gate). Drugi fragment tej samej lub innej cząsteczki 

DNA zwany segmentem T (ang. transport) jest przenoszony przez segment G.  
 

 



Reakcje usunięcia superskrętów do 

cząsteczki DNA 

Relaksacja: 

Cząsteczka DNA wiąże się z centrum aktywnym topoizomerazy I; grupa 

hydroksylowa -OH tyrozyny wchodzi w reakcję z grupą fosforanową jednej  

z nici DNA, tworzy się wiązanie fosfodiestrowe między enzymem  

i DNA – następuje rozerwanie (rozcięcie) jednej z nici helisy. 



Reakcje usunięcia superskrętów do 

cząsteczki DNA 

Relaksacja: 

Cząsteczka DNA odwraca się wokół nieprzeciętej nici. Taka rotacja usuwa 

superhelikalne skręty w cząsteczce. 



Reakcje usunięcia superskrętów do 

cząsteczki DNA 

Relaksacja: 

Wolna grupa hydroksylowa -OH cząsteczki DNA wchodzi w reakcję z grupą 

fosfotyrozynową w skutek czego przerwana nić DNA zostaje połączona. 



Reakcje usunięcia superskrętów do 

cząsteczki DNA 

Relaksacja: 

Topoizomeraza I odłącza się od cząsteczki DNA. 



Reakcje  dodania superskrętów do cząsteczki 

DNA 

Dodanie superskrętu: 

Cząsteczka DNA wiąże się z centrum aktywnym topoizomerazy II, tworząc kompleks. 



Reakcje  dodania superskrętów do cząsteczki 

DNA 

Dodanie superskrętu: 

Kompleks topoizomeraza II / cząsteczka DNA (segment G) wiąże się słabo  

z innym fragmentem DNA (segment T) za pomocą domen (białek składowych 

cząsteczki).  



Reakcje  dodania superskrętów do cząsteczki 

DNA 

Dodanie superskrętu: 

Segment T zostaje przemieszczony za pomocą domen (białek składowych 

cząsteczki) topoizomerazy II przez pęknięcie segmentu G. 



Reakcje  dodania superskrętów do cząsteczki 

DNA 

Dodanie superskrętu: 

Po dostarczeniu energii w postaci ATP następuje rozerwanie obu nici segmentu G. 



Reakcje  dodania superskrętów do cząsteczki 

DNA 

Dodanie superskrętu: 

Pęknięte nici segmentu G zostają na nowo połączone. Topoizomeraza II otwiera 

domeny (segment G pozostaje związany z enzymem) i jest gotowa do związania 

kolejnego segmentu T. 



Na początku lat 60. stwierdzono, że DNA cykliczny może występować w postaci rozluźnionej 

cząsteczki cyklicznej (relaxed, A), odwiniętej (częściowo) cząsteczki cyklicznej (B) albo w postaci 

superhelikalnej (C) (supercoiled, superhelical).  

A B C 

W rozluźnionej cząsteczce cyklicznej liczba skrzyżowań nici dupleksu jest większa niż  

w odwiniętej cząsteczce, w której jedna z nici zostaje przecięta, częściowo odwinięta  

i połączona ponownie, w strukturze superhelikalnej cykliczny dupleks DNA  dodatkowo zwija się. 



Klasyfikacja i określenie topologii cyklicznego DNA jest ważne, gdyż różne procesy komórkowe 

generują odmienne struktury topologiczne. Każdy cykliczny dupleks DNA jest sam w sobie 

nietrywialną strukturą topologiczną – splotem dwóch tworzących go nici. Przekształcenia izomerów 

topologicznych DNA następują w procesie replikacji i rekombinacji i są katalizowane przez 

topoizomerazy. W wyniku takich trzyetapowych procesów (przecinanie nici, przenoszenie 

segmentu DNA przez przerwę w nici oraz ponowne łączenie) zmienia się liczba skrzyżowań DNA 



Cykliczne struktury DNA określa się za pomocą trzech liczb, które po raz pierwszy wprowadził 

Fuller. Rozważał on strukturę DNA jako zorientowaną wstęgę homeomorficzną z 𝑆1x[-1,1], której 

brzegi charakteryzują się liczbą przepleceń Lk (linking) (równą dwukrotnej liczbie skrzyżowań 

dwóch nici dupleksu), liczbą skręceń Tw (twisting) (liczbą obrotów wstęgi wokół osi helisy) i liczbą 

zwojów Wr (wirthing) (liczbą skrzyżowań osi helisy ze sobą). Lk jest niezmiennikiem topologicznym 

a Tw i Wr są niezmiennikami geometrii różniczkowej. 



Taki model DNA pozwolił na wyznaczenia następującej zależnośći: 

Lk= Tw + Wr 

która została wprowadzona przez White’a. W przypadku dupleksu niecyklicznego Tw może być 

liczbą rzeczywistą, a w przypadku dupleksu cyklicznego musi być całkowitą (podobnie jak Lk i Wr) 

oraz zgodnie z konwencją -  tak jak  Lk – jest dodatnia w odniesieniu do prawoskrętnej wstęgi. 

Liczba przepleceń jako niezmiennik topologiczny ulega zmianie tylko po przecięciu jednej z nici 

DNA, zatem wszystkie ciągłe deformacje konformacji dupleksu wywierają wpływ na liczby  skręceń 

i zwojów.  



Jeśli helisa leży w płaszczyźnie, na kole, lub na jakiejś achiralnej powierzchni, to  

Lk – Tw = 0, lecz gdy ulega wykręceniu i staje się chiralną (tak jak np. w  układzie 

superhelikalnym, wtedy Lk-Tw≠ 0. Co więcej, gdy DNA jest nawinięty na białko enzymu można 

wprowadzić wywodzące się z geometrii różniczkowej i topologii dodatkowe niezmienniki, które 

dokładnie opisują taką sytuację. 



Gyraza DNA – enzym występujący u Procaryota, należący do topoizomeraz typu II. Przy 

użyciu energii pochodzącej z hydrolizy ATP katalizuje on wprowadzanie ujemnych 

skrętów w helisie DNA. Gyraza najpierw wiąże segmenty DNA tak, aby przecinały się, 

stabilizując dodatni skręt superhelisy (inne skręty cyklicznej superhelisy są ujemne),  

a następnie powoduje przecięcie obu nici jednego z segmentów i przeprowadza drugi 

dupleks przez tę przerwę, zmieniając dodatni skręt w ujemny. 



Topoizomerazy typu II powodują 

rozszczepienia dupleksu DNA przez  

zmianę liczby powiązania cząsteczki 

DNA. Mogą przekształcić jeden 

dodatni skręt do ujemnego skrętu. 

W ten sposób ilość wiązań (L) 

obniża się o dwa (-2)  w jednym 

kroku. 

 



Nacięcie dupleksu powoduje efektywne przyłączenie topoizmoerazy I na 

nienaciętej nici w miejscu przeciwnie usytuowanym w stosunku do nacięcia.  

W rezultacie działania topoizmoerazy I, znak skrzyżowania zostaje zmieniony na 

przeciwny, przy czym dotyczy to zarówno ujemnego, jak i dodatniego 

skrzyżowania superhelisy. 



W wyniku oddziaływania topoizomerazy I na nacięty dupleks DNA powstaje większość  

z możliwych węzłów o danej liczbie skrzyżowań. Świadczy to o tym, że enzym ten działa 

niespecyficznie, niezależnie od orientacji pary nici DNA, pozwala bowiem na ich 

przejście przez chwilowo utworzoną przerwę jednej nici innego segmentu dupleksu 

DNA. Dzięki temu, że topoizomeraza I powoduje powstanie wielu różnych typów węzłów 

(od 3 do 10 skrzyżowań), dostrzeżono wzajemną zależność ruchliwości 

elektroforetycznej i liczby skrzyżowań topologicznych struktur DNA. Okazało się, że 

większość węzłów w każdym paśmie elektroforetycznym ma taką samą liczbę 

skrzyżowań, a liczba skrzyżowań DNA sąsiednich pasm różni się o jeden. 



Topologię DNA można obserwować metodami mikroskopii elektronowej, jest to jednak 

metoda droga i wciąż trudno dostępna w laboratoriach biochemicznych, dlatego też 

wiele wysiłku włożono w elektroforetyczną charakterystykę topologii DNA. 

Elektroforetyczna migracja i współczynnik sedymentacji węzłów oraz splotów DNA 

zostały skorelowane z parametrami opisującymi tzw. węzły i sploty idealne nawiązujące 

do koncepcji idealnych figur platońskich. Charakterystykę geometryczną węzłów 

fizycznych zastępuje się obrazami torusa w 𝑅3. Pojęciem węzła idealnego określa się 

węzeł o najmniejszym stosunku objętości do powierzchni, lub inaczej – najkrótszą 

zawęźloną tubę stałej grubości. Wtedy stosunek długości węzła do grubości tuby jest 

wielkością stała, niezależną od rzeczywistych wymiarów fizycznego węzła. 

Ewolucja węzła trójlistnego aż do osiągnięcia konfiguracji idealnej. 



Cząsteczka DNA przed działaniem enzymu, czyli substrat może być opisana 
za pomocą zależności : 

N(S+T)=substrat 

S – fragment DNA, na który nie działa enzym, 

T- część podlegająca działaniu enzymu 

Wynikiem działania topoizomerazy, otrzymujemy produkt opisany równaniem:  

N(S+R)=produkt 

R- fragment (supeł) DNA po działaniu topoizomerazy. 

O ile możliwe jest poznanie substratów i prduktów, tak zwykle supły S, T 
 i  R nie są wiadome. Można je wyznaczyć dla specjalnych enzymów, dodając 
pewne założenia. 
 

 



Niech supły S, T i R spełniają następujące równania: 

• N(S+T)=C (1) (węzeł trywialny) 

• N(S+R)= C (2) (splot Hopfa) 

• N(S+R+R) = C (2,1,1) (węzeł ósemkowy) 

• Wtedy para {S,R} – rozwiązania powyższych równań są 
następujące: 

• {(-3,0,1)}, {(3,0),(-1)}, {(-2,-3,-1),(1)}noraz {(2,3,1),(-1)}, 

Podobnych twierdzeń dla różnego typu komórek i enzymów można 
sformułować więcej. Ich dowody wykorzystują wiedzę z zakresu 
ogólnej teorii równań supłowych. 



Działanie rekombinazy zwanej rezolwazą Tn3, w 99% powoduje powstanie najprostszego 

splotu Hopfa, a tylko 1% splotów o  większej liczbie skrzyżowań. Rezolwaza Tn3 

rozpoznaje dokładnie sekwencję nukloezydów powtarzającą się równolegle na dwóch 

niciach dupleksu – miejsce rekombinacji. Tn3 Jest to enzym miejscowo-specyficznej 

rekombinacji i za jednym razem przecina tylko jedną nić dupleksu DNA, generuje 

powstanie tylko jednego stereoizomeru. W ramach 1% powstałych innych produktów, 

rezolwaza Tn3 katalizuje tworzenie się prawostronnego splotu typu 𝟓𝟐𝟏  (splotu 

ósemkowego). 

 



Kolejne rekombinacje powstałych węzłów lub splotów prowadzą w sposób bardzo 
selektywny do węzłów lub splotów o większej liczbie skrzyżowań.  

Mikrografia elektronowa i schemat wydzielonego elektroforetycznie węzła DNA  
o sześciu przecięciach, powstałego w wyniku działania rezolwazy Tn3. 



Analiza zmian topologii cyklicznego DNA w postaci węzłów i splotów jest bardzo 
ważna nie tylko z punktu widzenia identyfikacji różnorodnych struktur DNA, lecz 
także rozpoznawania mechanizmów działania enzymów. Do tego celu wykorzystuje 
się metody wywodzące się wprost z topologii, np. model działania rezolwazy Tn3 
przedstawiono jako dodawanie (2,2)-zaplotów, zaplotu substratu, zaplotu 
powodowanego przyłączeniem enzymu przed reakcją i jednego lub kilku zaplotów 
utworzonych w wyniku jednokrotnego lub wielokrotnego działania enzymu. 

F – zaplot wolnego DNA 

B – zaplot połączenia z rekombinazą 

przed procesem 

P – zaplot zmieniany w rekombinacji 

R – zaplot po procesie rekombinacji 



DZIĘKUJĘ  
ZA UWAGĘ  
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