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Inzynieria genetyczna: etapy modyfikacjilgenetyczieiorgaiiAnn

WYBOR GENU | DAWCY

(zidentyfikowanie w genomie dawcy genu o pozadanych cechach)

IZOLACJA GENU

(pobranie z genomu dawcy fragmentu DNA zawierajacego gen)

UTWORZENIE KONSTRUKTU

(dodanie do genu sekwencji umozliwiajacych jego ekspresije)

WLACZENIE KONSTRUKTU DO WEKTORA

(potaczenie z nosnikiem stuzagcym do wprowadzenia DNA do komérek)

WPROWADZENIE DO KOMOREK

(wtaczenie DNA do genomu organizmu docelowego)
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WERYFIKACJA

(potwierdzenie aktywnosci genu i badanie jej skutkéw)




Inzynieria genetyczna: narzedziai techniki

Inzynieria genetyczna korzysta z szeregu technik manipulacji czastkami DNA, ktore
stuza m. in. do:

" podziatu tancuchéw nukleotydéw na krétsze odcinki;

"rekombinaciji, czyli taczenia fragmentéw pochodzacych z r6znych czastek DNA;
"edycji, polegajacej na modyfikacji sekwencji nukleotydow;

" amplifikacji (zwielokrotnienia liczby kopii) wybranych odcinkéw;

"separacji pod wzgledem dtugosci;

" detekgcji czastek o zadanej sekwencji;

"ustalania sekwencji nukleotydow tworzacych czastke DNA (sekwencjonowania);

"wprowadzania DNA do komaérek.



Inzynieria genetyczna: narzedziaiitech

Techniki manipulacji DNA sa nieustannie modyfikowane i rozwijane od lat 70. XX
wieku, jednak u podstaw dziatania wiekszosci z nich niezmiennie leza:

"podstawowe cechy czastek DNA: istnienie regut komplementarnosci nukleotydow,
denaturacja pasm pod wplywem temperatury i ich samoistna hybrydyzacja;

"wtasciwosci enzymoéw biatkowych (polimeraz, nukleaz i ligaz) biorgcych udziat w
procesach zachodzacych naturalnie w komérkach, np. w replikacji i naprawie DNA,
czy tez podczas degradacji kwasow nukleinowych;

"wykorzystanie mechanizméw horyzontalnego transferu genéw.
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Enzymy stuzace do manipulacji' DNA: polimerazanbNASZEl EZ o H RSN AN

Polimeraza DNA zalezna od DNA to enzym syntetyzujgcy ni¢ DNA komplementarng
do matrycy, ktérg stanowi jednoniciowe DNA. Wystepuje naturalnie w komoérkach
wszystkich organizméw zywych, gdzie bierze udziat w replikacji i naprawie DNA.
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W biologii molekularnej zwykle uzywa sie oczyszczonych i zmodyfikowanych wersji
polimeraz bakteryjnych. Wykorzystywane sa one przede wszystkim do amplifikaciji
oraz podczas sekwencjonowania.



Enzymy stuzace do manipulacjii DNA:Z polimerazaibNASZAl S il MU
Najwazniejsze wilasciwosci polimerazy DNA:

"synteza nici DNA odbywa sie w kierunku 5'—3' (kolejne nukleotydy dotgczane sg do
konca 3' syntezowanej nici) zgodnie z regulg komplementarnosci wobec matrycy;

3= TACCCAACGCAATTC 5/
ATGGGTTG
5/ 3/ [T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]

"polimeraza DNA nie moze rozpocza¢ syntezy na matrycy, ktora jest jednoniciowa na
calej dtugosci. Musi istnie¢ krétki odcinek dwuniciowy, powstajacy po dotaczeniu
do matrycy startera (primera) z wolnym koncem 3'. W komérce podczas replikacji
DNA za utworzenie startera odpowiada polimeraza RNA (prymaza). W laboratorium
funkcje primera petni syntetyczny oligonukleotydyd, ktorego sekwencja decyduje o
miejscu rozpoczecia synteza.

Starter Syntetyzowana ni¢ DNA
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[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]




Enzymy stuzace do manipulacjir DNA: polimerazaibNASZal EZiE o E NS AN

Polimeraza DNA zalezna od RNA odpowiada za odwrotng transkrypcje, czyli synteze
nici DNA na matrycy RNA (stad tez jej inna nazwa: odwrotna transkryptaza).

W warunkach naturalnych bierze udziat w cyklach replikacyjnych retrowiruséw (np.
wirusa HIV), ktorych genomy maja postaé¢ jednoniciowego RNA. Podczas infekcji
RNA wirusa podlega odwrotnej transkrypcji i jest wbudowywane w DNA gospodarza.
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Enzymy stuzace do manipulacjir DNA: polimerazaibNASZal EZiE o E NS AN

Odwrotna transkrypcja ma duze znaczenie laboratoryjne, gdyz moze by¢ uzyta w
procesie tworzenia dwuniciowych kopii DNA na podstawie transkryptéow (czastek
MmRNA). Kopie te nazywa si¢ komplementarnym DNA (cDNA, complementary DNA).

Zamiana mRNA na cDNA pozwala analizowa¢ transkrypty w taki sam sposéb jak
czastki DNA. Dodatkowg zaleta wigksza stabilnos¢ cDNA w poréwnaniu do mRNA.
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Enzymy stuzace do manipulacjir DNASnukieazy,

Nukleazy sa enzymami, ktére degraduja (trawig) kwasy nukleinowe rozrywajac
wigzania fosfodiestrowe tgczace cukrowo-fosforanowe czesci nukleotydow:

"endonukleazy thg wigzania wewnatrz czastek;

"egzonukleazy usuwaja pojedyncze nukleotydy z koncéw czastek.

I Egzonukleazy

Endonukleazy I
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Enzymy stuzace do manipulacjir DNASnukieazyN eEnzymysestyysCcyiinE)

Istnieje wiele typow nukleaz, jednak z punktu widzenia procedur laboratoryjnych
najwieksze znaczenia maja endonukleazy restrykcyjne, ktoére przecinajg obie nici
DNA tylko w bezposrednim sgsiedztwie scisle okreslonej sekwencji nukleotydow.

Roézne rodzaje enzymoéw restrykcyjnych wykazuja specyficznos¢ do odmiennych
sekwencji nukleotydow. Zwykle sg one kréotkie (od 4 do 8 nukleotyddw) i czesto maja
strukture palindromu.

Sekwencja nukleotydow rozpoznawana w
sposéb specyficzny przez nukleaze
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Fragmenty powstale w wyniku
dziatania enzymu restrykcyjnego

[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]



Enzymy stuzace do manipulacji DNASnukieazyN EnymyMestyyECyiiiE)

W praktyce laboratoryjnej wykorzystuje sie obecnie kilkuset rodzajéw endonukleaz
restrykcyjnych pochodzenia bakteryjnego. Wyboér konkretnego enzymu zalezy od
sekwencji badanej czastki DNA oraz oczekiwanej ditugosci fragmentow.
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Dtugosci fragmentéow powstalych wyniku dziatania enzymu restrykcyjnego zaleza od
jego specyficznosci oraz sekwencji czastki DNA.
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Enzymy stuzace do manipulacjir DNASnukieazyNenZymyMestyECyiinE)

Przy zadanym enzymie wszystkie czastki DNA jednego rodzaju zostang pociete na
fragmenty o Scisle okreslonych ditugosciach, zaleznych od czestosci wystepowania
rozpoznawanej przez enzym sekwencji.

Czasteczki DNA o odmiennej sekwencji, bedg charakteryzowaé¢ sie innym
rozlokowaniem miejsc, do ktérych enzym wykazuje specyficznosé. W efekcie wzorce
ciecia w obu rodzajach czasteczek beda sie od siebie réznity.

Uporzadkowanie fragmentow pod wzgledem diugosci (za pomocg omawianej dalej
elektroforezy w zelu) pozwala rozrézni¢ rézne rodzaje czasteczek DNA na podstawie
wzorow ciecia przez enzymy restrykcyjne.




Enzymy stuzace do manipulacji DNA: QU

Szczegodlnie przydatne sg enzymy restrykcyjne tngce obie nici DNA w nieco innych
miejscach, powodujac ze powstate fragmenty zakonczone sg krétkimi odcinkami

jednoniciowego DNA (tzw. lepkimi koricami).
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Enzymy stuzace do manipulacjii DNASnukieazyAEenzAmyNESHiECyne)

Komplementarnos¢ sekwencji lepkich koncow fragmentéow pochodzacych z tej
samej lub réznych czastek DNA powoduje, ze moga one samoistnie taczy¢ sie ze

sobg za posrednictwem wigzan wodorowych.

Rearanzacja DNA przez dzielenie i tgczenie sekwencji réznych czasteczek nazywane
jest rekombinacjg. Stanowi ona podstawe wspoétczesnej inzynierii genetyczne;j.
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[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]




Enzymy stuzace do manipulacjitDNAHIgazy;

Utrwalenie potlaczenia utworzonego przez lepkie konce dwéch fragmentéw wymaga
dziatania ligazy, czyli enzymu syntetyzujacego wigzania fosfodiestrowe pomiedzy
nukleotydami na koncach dwoéch czasteczek DNA.
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Parowanie zasad pomiedzy lepkimi koncami (wigzania wodorowe)
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Wiagzania fosfodiestrowe utworzone przez ligaze

[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]
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Techniki manipulacji DNA: elektroforezamw zeli

Elektroforeza w zelu pozwala rozdziela¢ obdarzone tadunkiem czastki (w tym takze

DNA) poprzez wymuszenie ich migracji w polu elektrycznym.

Interakcje z siecig przestrzenng zelu powoduja, ze szybkos¢é migracji analizowanych
czastek jest zalezna od wielkosci: krotkie tancuchy DNA swobodniej przemieszczaja
sie w zelu, dzieki czemu wedruja szybciej od dltuzszych czasteczek.

Efektem rozdziatu elektroforetycznego jest powstanie w zelu szeregu prazkoéow, z
ktorych kazdy zawiera czastki DNA o jednakowej diugosci (z pewng rozdzielczoscia,
zalezna od rodzaju zelu i zakresu diugosci rozdzielanych czasteczek).
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Techniki manipulacjil DNA: elektroforezamwizelu

W elektroforezie czastek DNA najczesciej stosuje sie dwa rodzaje zeli:

"agarozowe — do rozdziatu diugich fragmentow (niska rozdzielczosc);

" poliakrylamidowe — do rozdziatu krétkich fragmentow (wysoka rozdzielczos¢, ktora
pozwala rozrézni¢ prazki czastek réznigcych sie diugoscia o jeden nukleotyd).

1. Ustabilizowa¢ grzebien 2. Wlac rozpuszczony roztwor agarozy. 3. Usunaé grzebien, usunac zel z kuwety
w kuwecie Czekac az stezeje

4. Zanurzy¢ zel w buforze, natozy¢ probke 5. Przytozenie napiecia - DNA jest natadowane ujemnie
migruje w kierunku "+"



Techniki manipulacji DNA: elektroforezamw zeli

Powstale w wyniku rozdziatu prazki uwidacznia si¢ przez odpowiednie wybarwianie
DNA za pomocg znacznikéw fluorescencyjnych (np. bromku etydyny, GelGreen).

Zel po kapieli w roztworze znacznika
fluorescencyjnego

4 Prazki znakowanego DNA

§ § 4

UV UV UV

[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]




Techniki manipulacjil DNA: elektroforezamwizel

Wybranie do izolacji z zelu czagsteczek DNA o interesujagcych nas diugosciach jest
mozliwe dzigki zastosowaniu standardowych markeréw o znanej wielkosci.
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Techniki manipulacji DNA: elektroforezamw zeliNim=apyaestiy/iCyIIe)

Elektroforeza w zelu fragmentéw DNA powstalych w wyniku dziatania enzymoéw
restrykcyjnych pozwala utworzy¢ tzw. mapy restrykcyjne, na podstawie ktorych
mozliwe jest rozréznianie czasteczek DNA nawet bez znajomosci ich sekwencji.
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[http://dna-fingerprinting.wikia.com]

Do czasu upowszechnienia si¢ technik sekwencjonowania mapy restrykcyjne byty
jedng z podstawowych metod identyfikacji i porownywania czastek DNA.



Techniki manipulacji DNA: kionowanie:molekuiare

Klonowanie molekularne to procedura stuzaca do amplifikacji (zwiekszania liczby
kopii) DNA w organizmie gospodarza, najczesciej bakterii. Wymaga ona wiaczenia
wybranego fragmentu DNA do wektora, czyli czasteczki DNA posiadajacej zdolnosé
replikacji w komoérce gospodarza (moze nim byé np. bakteryjny plazmid).

Czastka DNA z interesujacym
nas fragmentem sekwencji

Plazmid (wektor)

Komorka bakterii

Trawienie enzymem
restrykcyjnym
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1 Replikacja

Wprowadzenie do . -
komérki gospodarza Kolonia bakterii

(klon)

Zrekombinowany plazmid

[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]
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Techniki manipulacji DNA: kionowanie:molekuiare

Wektorami do klonowania cze¢sto sg plazmidy, czyli niewielkie koliste czasteczki DNA
wystepujace w komoérkach bakterii poza gtdwnym genomem.

Sekwencje plazmidéw sga tak projektowane, aby zawieraty pojedyncze miejsca ciecia
réznych enzyméw restrykcyjnych oraz geny selekcyjne, ktorymi zwykle sg geny
odpornosci na antybiotyki. Plazmidy moga tez umozliwia¢ ekspresje witagczonego
fragmentu DNA i produkcje odpowiadajgcego mu biatka (tzw. wektory ekspresyjne).

PBR322 (1977 rok) — prekursor wielu obecnie uzywanych plazmidéw HindIII
EcoRI EcoRV

BamHI

ori - origin, miejsce startu replikacji 4359029 b
amp - gen odpornosci na ampicyline
tet - gen odpornosci na tetracykline

Na niebisko zaznaczone miejsca cie¢ enzymow.

Czesto stosowane sg rowniez wektory innego rodzaju, w tym m. in. bakteriofagi oraz
sztuczne chromosomy bakteryjne (BAC). Pozwalaja one klonowa¢ diuzsze czastki
DNA, nawet do 350 kbp (wobec maksymalnie okoto 15 kpb w przypadku plazmidéw).



Techniki manipulacji DNA: kionowanie mojlekuiar

W pierwszym etapie klonowania molekularnego stosuje sie¢ omawiane juz wczesniej
enzymy biatkowe: endonukleazy restrykcyjne tworzace lepkie konce oraz ligaze.

Wektor plazmidowy

Ludzkie DEA EcoR| —
" EcoRl gen opornosci
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Ludzkie DNA oraz
G — wektory sa ciete
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Techniki manipulacji DNA: kionowanie:molekuilare

W nastepnej kolejnosci zrekombinowane plazmidy sq wprowadzane do bakterii przy
wykorzystaniu zjawiska transformacji, czyli przenikania DNA z otoczenia przez btone
komérkowa. Transformacja moze by¢ indukowana szokiem termicznym, czynnikami
chemicznymi lub elektroporacja btony komérkowej przez impulsy elektryczne.

=
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Ostatecznie bakterie sg wysiewane na podtoze selekcyjne, zawierajgce antybiotyk, w
ktorym moga rosna¢ jedynie komorki (klony) posiadajace plazmid.



Techniki manipulacji DNA: kionowanieimoiekularieNyaniidonew)

Zwielokrotnienie procesu klonowania prowadzi do powstania biblioteki (banku)
klondéw, czyli zbioréw klonéw zawierajacych rézne zrekombinowane plazmidy.

PIazmldy

@-@ -

Rézne fragmenty DNA

Tworzenie zrekombinowanych plazmldow_|

[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]

060

Kazda kolonia (klon) zawiera kopie innego rodzaju
zrekombinowanego plazmidu

Tworzenie bibliotek klonow jest standardowym krokiem podczas badania genomow,
gdyz sa one zbyt duze, aby analizowaé¢ je w catosci. Dlatego tez sa one dzielone na

mniejsze fragmenty, ktére nastepnie sg poddawane klonowaniu i przechowywane w
bibliotekach genomowego DNA.



Techniki manipulacji DNA: kionewaniemolekularmeN protd URCIaRIIEIERY

Pierwotnym zastosowaniem klonowania byla amplifikacja, ale mozliwa jest réwniez
produkcja biatka kodowanego przez DNA umieszczone w wektorze. Korzysta si¢ przy
tym z mechanizméw ekspresji genéw w organizmie gospodarza.

Bacterium Human cell

Plasmid DNA

2. DNA u

e

\) Human insulin-producing gone

is cut with
restriction
enzymes. Bacterial DNA with human gone inserted

3. Plasmid is
reintroduced
into bacterium.

4. Engineered -
bacteria multiply : -~

roducing insulin. g
P g Y l;
- !
§
5 T
5. Insulinis n — Human
separated insulin

and purified to
produce human
insulin.

Insulin injected into

patient

Jednym z pierwszych komercyjnych zastosowan inzynierii genetycznej
byta produkcja w bakteriach ludzkiej insuliny, hormonu peptydowego
pelnigcego zasadniczg role w metabolizmie weglowodanéw.

W 1982 insulina firmy Genetech zostata dopuszczona od uzytku w USA
przez FDA (Food and Drug Administration) stajgc sie pierwszym
dostepnym lekiem wyprodukowanym metodami inzynierii genetycznej.




Techniki manipulacji DNA: reakcja fancuchioWwanoliinerE iy,

Reakcja tarficuchowa polimerazy (PCR - Polymerase Chain Reaction) jest technika
amplifikacji wybranego fragmentu DNA, ktérej przeprowadzenie wymaga:

"czastki DNA, ktorej wybrany fragment bedzie matryca do syntezy nowych kopii;
"termostabilnej polimerazy DNA, np. z bakterii Thermus aquaticus (Taq);

"pary starteréw (primeréw) oligonukleotydowych, czyli dwéch krétkich odcinkéw
jednoniciowego DNA o sekwencjach komplementarnych do rejonéw otaczajacych
powielany obszar;

Forward primer Powielany obszar Reverse primer

IIIIifif:f’iﬂ'{.l]]'.'.l]]?JI.T.‘L’.JIEZ‘.IIII

3' 5'

"substratow reakcji, czyli czterech rodzajow trifosforanéw deoksyrybonukleotydow:
dATP, dGTP, dCTP, dTTP;

"termocyklera pozwalajgcego kontrolowac i cyklicznie zmienié¢ temperature, w jakiej
zachodza poszczegodlne etapy PCR.



Techniki manipulacji DNA: reakcja fancuchiowan o=y,

Powielanie nastepuje w cyklach, skiadajgcych si¢ trzech kolejnych faz: denaturacji
DNA (w temperaturze 94° C), dotaczenia starteréw (temp. = 50° C) oraz elongaciji,
czyli syntezy nowych nici DNA przez polimeraze (temp. 72° C).

A

Denaturacja DNA
(94°C)

temperatura

Elongacja
(72°C)

Dolaczenie starteréw
(50-65°C)

cias

Powielany obszar
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Powielanie nastepuje w cyklach, skiadajgcych si¢ trzech kolejnych faz: denaturacji
DNA (w temperaturze 94° C), dotaczenia starteréw (temp. = 50° C) oraz elongaciji,
czyli syntezy nowych nici DNA przez polimeraze (temp. 72° C).
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(94°C)

temperatura

Elongacja
(72°C)
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(50-65°C)
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Techniki manipulacji DNA: reakcja fancuchiowan o=y,

Powielanie nastepuje w cyklach, skiadajgcych si¢ trzech kolejnych faz: denaturacji
DNA (w temperaturze 94° C), dotaczenia starteréw (temp. = 50° C) oraz elongaciji,
czyli syntezy nowych nici DNA przez polimeraze (temp. 72° C).

A

Denaturacja DNA
(94°C)

temperatura

Elongacja
(72°C)

Dolgczenie starteréw
(50-65°C)
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Forward primer

czas

Reverse primer
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Techniki manipulacji DNA: reakcja fancuchiowan o=y,

Powielanie nastepuje w cyklach, skiadajgcych si¢ trzech kolejnych faz: denaturacji
DNA (w temperaturze 94° C), dotaczenia starteréw (temp. = 50° C) oraz elongaciji,
czyli syntezy nowych nici DNA przez polimeraze (temp. 72° C).

A

Denaturacja DNA
(94°C)

temperatura

Elongacja
(72°C)

Dolaczenie starteréw
(50-65°C)

cias

Polimeraza Taq

| Polimeraza Taq
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Techniki manipulacji' DNA: reakcjatancuchowWaNpolimeray,

Powielanie nastepuje w cyklach, skiadajgcych si¢ trzech kolejnych faz: denaturacji
DNA (w temperaturze 94° C), dotaczenia starteréw (temp. = 50° C) oraz elongaciji,
czyli syntezy nowych nici DNA przez polimeraze (temp. 72° C).

temperatura

A

Denaturacja DNA
(94°C)

Elongacja
(72°C)

Dolgczenie starteréw
(50-65°C)

czas




Techniki manipulacji DNA: reakcja fancuchiowan o=y,

Cykle PCR sa powtarzane wielokrotnie. W trzecim cyklu powstaja krétkie produkty
reakcji, czyli dokiadne kopie interesujgcego nas fragmentu DNA wraz ze starterami,
ktore w kolejnych cyklach beda powielane wyktadniczo.

Amplifikowana sekwencja g:mgl: 3 HRRRRRRRRRER,
S'm . S T 2. Denaturacja
3l Lge 3 5 1

3 ° T
1 Denaturacja (94°C)

31'

L L

i
rrfrrrrrrvrrornrornd

TITTTITITI I I,

CNUSNEEUNENR Schiodzenie
3,||||||||||||||||5, Synteza DNA
T
1 Schtodzenie (50°C) INERNERRNRRURNNNE m

5’!IIII|IIIIIJJJ7II 3‘
: Startery

3,Illllillllllllll

Schtodzenie

Synteza DNA

5¢ Produktyftrzeciego cykiu

| synteza DNA (72°C

v
slillilillilllll d
31 Ll -y

T e I Krotkie produkty reakciji I
3' i

Produkty pierwszego cyklu Produkty drugiego cyklu

[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]



Techniki manipulacji' DNA: reakcjatancuchowWaNpolimeray,

W przypadku krétkich produktéw kazda z nici jest matrycg do syntezy identycznej
czastki w kolejnym cyklu. Stad tez teoretycznie po N cyklach liczba ich kopii bedzie
rowna 2" (np. po 30 cyklach otrzymuje si¢ ponad miliard kopii czasteczki).

||||||||||||||||||||||

||||||||||||||||||||||

W praktyce, po poczatkowej fazie wyktadniczej efektywnos¢ powielania spada (faza
liniowa), az wreszcie reakcja wygasa z powodu braku substratéw (faza plateau).

8

log:(liczba kopii)

L - _ . o - o .
5 10 15 20 25 35 A0

liczba cykli



Techniki manipulacji' DNA: reakcjatancuchowWaNpolimeray,

W przypadku krétkich produktéw kazda z nici jest matrycg do syntezy identycznej
czastki w kolejnym cyklu. Stad tez teoretycznie po N cyklach liczba ich kopii bedzie
rowna 2" (np. po 30 cyklach otrzymuje si¢ ponad miliard kopii czasteczki).

Kary Mullis: nagroda Nobla w dziedzinie chemii
za wkilad w opracowanie PCR (1993)

W praktyce, po poczatkowej fazie wyktadniczej e
liniowa), az wreszcie reakcja wygasa z powodu brz

84

log:(liczba kopii)
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liczba cykl



Techniki manipulacji DNA: reakcja fancuchiowaNoliinerEzy

Podstawowym celem PCR jest amplifikacja DNA, jednak moze by¢ ona rowniez uzyta

do detekcji konkretnego rodzaju czgstek DNA, gdyz wyktadnicze powielane nastapi
tylko gdy obie nici DNA zawieraja sekwencje komplementarne wobec pary starteréw.

Brak miejsc komplementarnych wobec starteréow — brak powielania

5 3

3‘,IIIIIIIIIIIIIIII

5]’

Startery komplementarne tylko do pojedynczej nici — brak powielania wyktadniczego

5’ 3 5/ 3

2 I O

3

5 3””};“”““'“

51

Startery komplementarne do obu nici — powielanie wyktadnicze

5 3

IIIIIIIIIII!E!II

: [T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]
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Ta cecha PCR jest wykorzystywana m. in. w diagnostyce medycznej (do identyfikacji
patogenéw bakteryjnych lub wirusowych oraz przy badaniu mutacji) i kryminalistyce
(do detekciji i identyfikacji DNA w materiale biologicznym z miejsca zbrodni).



Inzynieria genetyczna

Wyktad 3: etapy modyfikacji genetycznej organizmu

Tymon Rubel

Zaktad Elektroniki Jadrowej i Medycznej
Instytut Radioelektroniki i Technik Multimedialnych PW




Inzynieria genetyczna: etapy modyfikacjilgenetyczne]iorgaiam

WYBOR GENU | DAWCY

(zidentyfikowanie w genomie dawcy genu o pozadanych cechach)

IZOLACJA GENU

(pobranie z genomu dawcy fragmentu DNA zawierajacego gen) ﬁ

Przyktadowe techniki stosowane do izolacji genow:
= wyciecie enzymami restrykcyjnymi;
= amplifikacja przy uzyciu PCR;
= pozyskanie z istniejgcej biblioteki klonéw;

Wyizolowany fragment DNA poddawany jest klonowaniu
w celu zapewnienia odpowiedniej liczby jego kopii.

UTWORZENIE KONSTRUKTU

(dodanie do genu sekwencji umozliwiajacych jego ekspresije)

WLACZENIE KONSTRUKTU DO WEKTORA

(potaczenie z nosnikiem stuzagcym do wprowadzenia DNA do komérek)

WPROWADZENIE DO KOMOREK

(wtaczenie DNA do genomu organizmu docelowego)

WERYFIKACJA

(potwierdzenie aktywnosci genu i badanie jej skutkéw)




WYBOR GENU | DAWCY

(zidentyfikowanie w genomie dawcy genu o pozadanych cechach)

Inzynieria genetyczna: etapy modyfikacjilgenetyczne]iorgaiam

IZOLACJA GENU

(pobranie z genomu dawcy fragmentu DNA zawierajacego gen)

UTWORZENIE KONSTRUKTU

(dodanie do genu sekwencji umozliwiajacych jego ekspresije)

WLACZENIE KONSTRUKTU DO WEKTORA

(potaczenie z nosnikiem stuzagcym do wprowadzenia DNA do komérek)

WPROWADZENIE DO KOMOREK

(wtaczenie DNA do genomu organizmu docelowego)

WERYFIKACJA

(potwierdzenie aktywnosci genu i badanie jej skutkéw)

Aby gen mogt ulegac¢ ekspresji w organizmie docelowym
konieczne jest dotgczenie sekwencji regulatorowych, w
szczegolnosci promotora i obszaru terminujgcego.

Do utworzeniu konstruktu uzywa sie technik rekombinacji
DNA: ciecia enzymami restrykcyjnymi i tagczenia ligaza.




Inzynieria genetyczna: etapy modyfikacjilgenetyczieiorgaiiAnn

WYBOR GENU | DAWCY Wektor to nosnik pozwalajacy wprowadzi¢ obce DNA do
(zidentyfikowanie w genomie dawcy genu o pozadanych cechach) komérek organizmu docelowego.

Przyktadowymi wektorami s3:

= czgsteczki DNA, podobne do tych uzywanych podczas
IZOLACJA GENU klonowania molekularnego (np. plazmidy);

(pobranie z genomu dawcy fragmentu DNA zawierajacego gen)

= wirusy i bakteriofagi zmodyfikowane tak, aby nie miaty
cech szkodliwych dla organizmu docelowego;

= inne czgstki organiczne, np. liposomy i polimery.

UTWORZENIE KONSTRUKTU

(dodanie do genu sekwencji umozliwiajacych jego ekspresije)

Istniejg rowniez metody wprowadzania DNA do komérek
bez wykorzystywania wektorow.

WLACZENIE KONSTRUKTU DO WEKTORA

(potaczenie z nosnikiem stuzagcym do wprowadzenia DNA do komorek)

WPROWADZENIE DO KOMOREK

(wtaczenie DNA do genomu organizmu docelowego)

WERYFIKACJA

(potwierdzenie aktywnosci genu i badanie jej skutkéw)




Inzynieria genetyczna: etapy modyfikac)
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WYBOR GENU | DAWCY

(zidentyfikowanie w genomie dawcy genu o pozadanych cechach)

IZOLACJA GENU

(pobranie z genomu dawcy fragmentu DNA zawierajacego gen)

UTWORZENIE KONSTRUKTU

(dodanie do genu sekwencji umozliwiajacych jego ekspresije)

WLACZENIE KONSTRUKTU DO WEKTORA

(potaczenie z nosnikiem stuzagcym do wprowadzenia DNA do komérek)

WPROWADZENIE DO KOMOREK

(wtaczenie DNA do genomu organizmu docelowego)

WERYFIKACJA

(potwierdzenie aktywnosci genu i badanie jej skutkéw)

Wprowadzenie DNA do komérek moze wykorzystywaé
mechanizmy podobne do tych obserwowanych u bakterii
podczas horyzontalnego transferu genow:

= transformacja — przeniknigcie DNA z otoczenia poprzez
btone komoérkowa. Najczesciej stosowana w przypadku
bakterii, rzadziej dla komérek roslinnych i zwierzecych
(w przypadku tych ostatnich méwi sie o transfekacji);

= transdukcja — wprowadzenie DNA za posrednictwem
wektora wirusowego;

=u roslin mozliwe jest uzycie bakterii Agrobacterium
tumefaciens, ktéra poprzez koniugacje bezposrednio
przekazuje komoérce roslinnej plazmid majacy zdolnos¢
wiaczania si¢ do DNA jadrowego.

Innymi metodami wprowadzania DNA s3a np.:

= mikrowstrzeliwanie (,biolistyka”) — wstrzeliwanie do
komoérek mikrokulek ze ztota optaszczonego DNA;

= mikroiniekcja — wstrzyknigcie pod mikroskopem DNA
do jadra komérkowego;

UWAGA: w przypadku roslin i zwierzat wprowadzenie
modyfikacji genetycznej do pojedynczych komérek nie
jest wystarczajace — konieczne jest jeszcze wyhodowanie
z nich catego organizmu.
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