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Czym jest
biotechnologia?

Biotechnologia jest dziedzing nauki
zajmujaca sie mozliwoscig
wykorzystania organizmow | Wirusow
do celow uzytkowych.




Biotechnologia
tradycyjna 1 molekularna

Biotechnologie dzielimy na tradycyjng, ktora wykorzystuje nauturalnie
wytepujace w przyrodzie organizmy | substancje oraz molekularng
umozliwiajaca modyfikowanie genomow w celu uzyskania organizmu o

pozadanych cechach.
W badaniach zakresu biolotechnologii molekularnej wykorzystujemy tzw.

techniki inzynierii genetycznej.




Czym jest inzynieria
genetyczna?

Inzynieria genetyczna to swiadoma, celowa i kontrolowana przez
cztowieka ingerencja w materiat genetyczny organizmow, w celu
zmiany ich wtasciwosci dziedzicznych.

Proces ten zmienia materiat genetyczny organizmu

poprzez modyfikacje, usuniecie lub wprowadzenie
nowego DNA do jego genomu.




Enzymy W biotechnologil Dziatanie poszczegblnych enzymow

umozliwia wprowadzanie zmian w

mOlEku larn6j DNA komorki w celu uzyskania

okreslonych cech.

Do najczesciej wykorzystywanych enzymow zaliczamy:

Enzymy

Polimerazy
DNA

Restrykcyjne




Enzymy Polimerazy DNA

Stosowane s3 do powielania fragmentow DNA. Wytwarzajg one
komplementarna do matrycy nic DNA rozpoczynajac od
startera.

polimeraza DNA

topoizomeraza
ni¢ wiodaca

nic opoZniona Diatko wigzgce

jednoniciowe DNA

fragment
okazakli

Niektore polimerazy DNA nie traca aktywnosci w wysokie|
temperaturze poniewaz sa stabilne w szerokim zakresie temperatury.
Taka polimeraza jest m.in. polimeraza Tagq.




Enzymy Restrykcyjne

Ich zadaniem jest rozpoznawanie oraz rozcinanie
czgsteczki DNA sktadajgcej sie z

4-8 par zasad. sg to sekwencje palindromowe czyli takie,
ktore odczytujgc w tym samym kierunku na obu niciach sg

identyczne np. 5,A G G C C T3,
3 TCCGGAS

Okreslony enzym restrykcyjny rozcina dang czgsteczke DNA
zawsze w tych samych miejscach oraz daje statg liczbe
fragmentow. Przyktadem enzymu restrykcyjnego jest

enzym EcoRI




Dziatanie enzymow ligazy

Niektore enzymy przecinajg dwuniciowy DNA asymetrycznie, dajgc
fragmenty DNA z identycznymi komplementarnymi jednoniciowymi
Kkoncami. Takie zakonczenia nazwano lepkimi koncami i mogg wigzac sie
wigzaniami wodorowymi z komplementarnymi jednoniciowymi koncami
innych czgsteczek DNA przecietych przez ten sam enzym.

Lepkie konce dwoch fragmentow DNA tgczg sie w ten sposob a
nastepnie zostajg poddane dziataniu ligazy DNA.

Enzymy ligazy odpowiadajg za tgcznie fragmentow DNA,
ktore np. zostaty wczesSniej przeciete enzymami
restrykcyjnymi.




Dziatanie enzymow ligazy

Enzymy te +3cza fragmenty DNA np. ktore
wczesSniej zostaty przeciete enzymami
restrykcyjnymi

pekniecie




techniki inzynierii genetycznej



Istnieje wiele metod , ktére pozwalajg na
wyizolowanie z organizmow i wirusow genow
oraz ich zmiane i wprowadzanie ich genomow

do innych organizmow

Techniki |zyn|er" Do podstawowych zaliczamy:
genetycznej e klonowanie

e analiza i elektroforeza zelowa

e tancuchowa reakcja polimerazy (PCR)
e sekwencjonowanie DNA

e hybrydyzacja z sondg molekularng

e transformacja genetyczna

e CRISPR




I(lO nowan ie Klonowanie DNA jest

technikg pozwalajacg na
powielanie czgsteczek

Klonowanie wymaga udziatu enzymow
restrykcynych oraz ligazy, ktore umozliwiajg
wstawienie obcego DNA do wektora, ktorym

moze by¢ np. plazmid. Plazmidy i inne
struktury DNA mogg byc wprowadzanie do A

komorek bakteryjnych w procesie zwany
transformacjg. Podczas transformacji,
odpowiednio przygotowane bakterie zostajg
wystawione na szok cieplny (wysoka
temperatura), co podnosi
prawdopodobienstwo, ze przyjmg materiat
DNA z otoczenia.

DNA lub ich fragmentow w
komorkach.



https://pl.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology/dna-cloning-tutorial/a/bacterial-transformation-selection

Klonowanie e

Biblioteka genomowa N (w—
| chromosomowa \

Proenvmid

Biblioteka genomowa jest zbiorem tysiecy
fragmentow DNA, ktore stanowia caty DNA zawarty
w danym genomie. Stuzy do izolowania i badania
okreslonych genow, a takze sekwencji
niekodujacych biatek.

Biblioteka chromosomowa zawiera wszystkie fragmenty
DNA okreslonego chromosomu. Znajomos¢ przynaleznosci
danego genu do chromosomu pozwala wyizolowac go
tatwiej z biblioteki chromosowej niz z genomowej.



Biofarmacja

Klonowanie DNA moze zostac zostac
wykorzystane aby produkowac
ludzkie biatka np. insuline czy
hormony wzrostu.
Zrekombinowane biatka sg czesto
produkowane w komorkach
bakteryjnych.

Za Stosowa n ie % Terapia genowa

W niektorych chorobach genetycznych,

pacjentom brakuje funkcjonalnych

kI - (B - fragmentéw DNA. Na drodze terapii genowej
O n Owa n I a - A mozemy prébowac dostarczy¢ brakujacego
iy, & fragmentu DNA do komérek ich ciata np
| Wi dostarczenie prawidtowych wersji genéw
D N A pacjentom z mukowiscydozg.

Analiza genowa

W laboratoriach badawczych, naukowcy czesto uzywajg
klonowania DNA do produkcji sztucznych,
zrekombinowanych wersji gendw, ktére pomagajg im
ozumiec jak normalne geny funkcjonujg w organizmie.
Na przyktad, naukowcy zajmujgcy sie neuronami u
muszek owocowek stosujg klonowanie DNA by uzyskac
informacje o budowie genu.

%


https://pl.khanacademy.org/science/biology/human-biology/neuron-nervous-system/v/anatomy-of-a-neuron

Elektroforeza

Elektroforeza - zjawisko Elektroforeza jest szeroko

elektrokinetyczne polegajace na e ik wykorzystywana jako technika
ruchu czastek fazy rozproszone| analityczna, rzadzie;
w nieruchomej fazie i ||| preparatywna, w chemii |
rozpraszajacej, pod wptywem | 3 biologii molekularnej, zwtaszcza

pola elektrycznego. N w genetyce. Jej Istotg jest
' rozdzielenie mieszaniny

ZwWigzkow chemicznych na
mozliwie jednorodne frakcje
przez wymuszanie wedrowki ich
czgsteczek w polu elektrycznym.


https://pl.wikipedia.org/wiki/Pole_elektryczne
https://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Techniki_preparatywne&action=edit&redlink=1
https://pl.wikipedia.org/wiki/Biologia_molekularna
https://pl.wikipedia.org/wiki/Genetyka
https://pl.wikipedia.org/wiki/Frakcja_(chemia)
https://pl.wikipedia.org/wiki/Pole_elektryczne

Elektroforeza zelowa

W inzynierii genetycznej elektroforeza DNA
jest to technika rozdzielania DNA w
specjalnym porowatym zelu pod wptywem
dziatania pola elektrycznego. DNA
przemieszcza sie w zelu w kierunku elektrodyf

dodatniej, a szybkos¢ jego poruszania sie 8

czasteczek zalezy od ich masy. Aby zobaczyd

wynik elektroforezy nalezy dodac do zelu

przyktadowo bromek etydyny, ktory pod

wyptywem swiatta UV wykazuje ré6zowa
fluorescencje




Elektroforeza zelowa

Studzienki
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DNA przemieszcza sie w kierunku el.(+) poniewaz ma tadunek ujemny nadany przez reszty fosforanowe(V)

Zel

Zrédto
napiecia




Metody odwzorowania
DNA, RNA i biatek

Metody odwzorowania DNA, RNA i biatek
pozwalaja wykrywac okreslone fragmenty tych
czgsteczek

Na chwile obecna wyrozniamy trzy
metody odzworowania

Southern Western

Northern




Odwzorowania Southern,
Northern | Western

Odwzorowanie Southern - metoda wykrywania fragmentow DNA - ich rozdziatu przez
elektroforeze zelowg, a nastepnie przenoszenie na nylonowg btone. Uzywana jest do
diagnozowania niektorych chorob genetycznych

Odwzorowanie Northen stuzy do badan RNA i biatek, ktorych rozdzielone

przez elektroforeze czgsteczki przenosi sie na btone i wykrywa za pomocg
odpowiedniej sondy.

Odwzorowanie Western to przenoszonie na btone
elektroforetycznie rozdzielonych biatek/polipeptydow. Swoje
zastosowanie znalazta w diagnostyce medycznej do wykrywania
obecnosci w organizmie biatka HIV-1 oraz wirusa AIDS.




An a llza Analiza restrykcyjna to rozcinanie, za
. pomocg okreslonych enzymoéw
rEStrkayj n a restrykcyjnych, dtugich czasteczek DNA
na fragmenty nadajace sie do roznego

rodzaju manipulacji technikami
inzynierii genetycznej.




Przeprowadzanie analizy restrykcyjnej

Analize restrykcyjna przeprowadza sie poprzez
poddanie plazmidéw trawieniu restrykcyjnemu.
Trawienie zachodzi w Srodowisku wodnym z
buforem zapewniajagcym niezbedne warunki reakcji.
Czas reakcji zalezy od rodzaju enzymu i wielkosci

materiatu poddawanego trawieniu. )

Uzyte w reakcji enzymy powinny trawi¢ wstawke, a
nastepnie plazmid. Po trawieniu przeprowadza sie

ligacje wstawki z plazmidem. Na podstawie dtugosci

powstatych po trawieniu fragmentéw mozna
odroznic¢ plazmid zawierajacy wstawke od tego,
ktory nie zostat potagczony z zadnym fragmentem
DNA.




Zastosowanie analizy
restrykcyjnej

Analiza restrykcyjna jest
wykorzystywana do

_--::'.rni" e

e badania struktury chromosomow

e izolowania genow

e sekwencjonowania dtugich
czgsteczek DNA.



Sekwencjonowanie to

Sekwencjonowanie ustalenie kolejnosci

DNA nukleotydow wybranego
odcinka DNA




Sekwencjonowanie DNA
Fred Sanger

Automatyczne sekwencjowanie DNA opiera
sie na metodzie terminacji tancucha, ktora
zostata opracowana w 1974r. przez
brytyjskiego biochemika Freda Sangera

Fred Sange- angielski
biochemik. Dwukrotnie

otrzymat Nagrode Nobla w

‘ dziedzinie chemii.



Metoda Sangera

Reakcja przeprowadzana jest zawsze w czterech wersjach, w
kazdej z nich przy wykorzystaniu probki tego samego badanego
DNA, ale réoznych odczynnikow. W jednym z wariantéow reakcja
przeprowadzana jest tak, ze wszystkie jej produkty zakonczone
sg nukleotydem adeninowym. W wyniku powstaja czasteczki
DNA, ktore s komplementarnymi kopiami pewnych
fragmentow badanego DNA, a ich ostatnim nukleotydem jest
nukleotyd adeninowy.


https://pl.wikipedia.org/wiki/Nukleotydy
https://pl.wikipedia.org/wiki/Adenina

Metoda Sangera

Przebieg reakcji mozna podzieli¢ na piecC etapow:

1.preparatywny PCR - otrzymanie homogennego DNA

2.denaturacja - otrzymanie jednoniciowej matrycy

3.synteza nowych nici z uzyciem oraz
startera

4.elektroforeza na zelu poliakrylamidowym ze statym
stezeniem Srodka denaturujgcego

5.analiza prazkow.


https://pl.wikipedia.org/wiki/RNA_starterowy
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tancuchowa reakcja
polimerazy - PCR

technika polegajaca na powielaniu wybranego odcinka DNA za pomoca
polimerazy DNA, bez udziatu komarek (w probowce)

Technika ta zostata opracowana w roku 1983 przez Kary'ego
Mullisa za co otrzymat Nagrode Nobla.


https://pl.wikipedia.org/wiki/Kary_Mullis

Przebieg PCR

tancuchowa reakcja polimerazy zachodzi w cyklach, z ktorych kazdy obejmuje
3 etapy:

Denaturacje DNA - polega na swoistym rozdzieleniu sie dwuniciowego DNA na pojedyncze
nici dzieki podniesieniu temperatury mieszaniny reakcyjnej w temperaturze 96*

Przytaczenie starterow (hybrydyzacja) - tworzenie odcinkow dwuniciowych sktadajgcych sie
Z przygotowanych starterow i matrycowej czgsteczki DNA. Etap ten przebiega w nizszej
temperaturze, scisle okreslonej dla danej pary starterow (45-60 °C), ktore przytgczajg sie do
matrycy DNA.

Synteza komplementarnych nici DNA (elongacja) - podczas tego etapu temperatura ponownie
zostaje podwyzszona - do ok. 70' dzieki czemu polimeraza syntezuje nowg ni¢c DNA, rozpoczynajgc
od startera.


https://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Matryca_DNA&action=edit&redlink=1

Przebieg PCR

96°C DENATURACJA

NOWA M S0-60°C

DWUNICIOWA PRZYEL iﬂ ZAN IE

72°C ELONGACJA




Przyktadowe
modyfikacje PCR

PCR emulsyjny -stuzy do iloSciowej oceny P
produktu reakcji. e

RT-PCR (reverse transcription) modyfikacja -
polegajgca na uzyciu mRNA jako matrycy. \

Real time PCR (gPCR) - do srodowiska reakg;ji
wprowadzane sg znakowane nukleotydy/ sondy, ktore
pozwalajg okresliC ilosC matrycy uzytej do reakcji oraz
Sledzic ilos¢ powstajgcego produktu.


https://pl.wikipedia.org/wiki/Reakcja_%C5%82a%C5%84cuchowa_polimerazy_z_odwrotn%C4%85_transkrypcj%C4%85
https://pl.wikipedia.org/wiki/MRNA
https://pl.wikipedia.org/wiki/Ilo%C5%9Bciowa_reakcja_%C5%82a%C5%84cuchowa_polimerazy

Wady 1 zalety PCR

Zalety EL Y

Dtugosc¢ powielanych fragmentow jest

szybki i tani przebieg ograniczona

umozliwia powielenie matej ilosci DNA
matrycowego, a do jej przeprowadzenia nie
trzeba znac sekwencji catego genomu

Probki moga w tatwy sposob zosta¢
zanieczyszczone obcym DNA




Diagnostyka chorob
zakaznych
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" 'PCR pozwala na wykrycie materiatu
genetycznego patogenu oraz jego cech

Diagnostyka choréb

Zastosowanie g genetycznych

- %7 za pomoca PCR wykrywa sie mutacje
PCR | genowe oraz chromosomowe.

Medycyna sagdowa
ustalanie pokrewienstwa osob gtownie

ojcostwa.

Paleontologia

N v |
4% (jiwtw, "'*?’,f: badanie podobienstwa sekwencji DNA u roznych gatunkow
’.: t’s: '% | zywych oraz wymartych.



Czym rozni sie PCR od klonowania?

o kierowania replikacja sekwencji DNA mozna zastosowac zar6wno
PCR, jak i klonowanie. Istnieje kilka podstawowych roznic miedzy
tymi dwiema metodami.

o Klonowanie molekularne replikuje DNA w zywej komarce, podczas gdy PCR replikuje DNA w roztworze in vitro,
wolnym od zywych komorek

e Klonowanie molekularne obejmuje wycinanie i wklejanie sekwencji, podczas gdy PCR wzmacnia DNA
poprzez kopiowanie istniejacej sekwencji.

e DNA sklonowane przez klonowanie molekularne jest zwykle wiernie kopiowane i w petni funkcjonalne,
podczas gdy PCR wprowadza btedy w sekwencji, co skutkuje mutacjami.


https://www.aatbio.com/catalog/dna-and-rna-indicators-probes-quantification-kits
https://www.aatbio.com/catalog/polymerase-chain-reaction-pcr

Metoda CRISPR (CRISPR/Cas9) jest oparta na
technice stosowanej przez bakterie w

obronie przed wirusami i dziata podobnie
C RIS P R do ludzkiemu systemu odpornosciowego.
Dziatanie systemu zaangazowane sa dwa

elementy; czgsteczka RNA oraz enzym
(biatko) Cas 9.




W skiad CRISPR wchodzg tzw. zgrupowane, regularnie

Clustereo
Re gu Bl Iy alindromicane, obetne w materiale gonetycznym

bakterii, pozwalajace na przechowywanie fragmentow

Inte rSpa Ced obcego DNA.

Short .

Palindaromic
Repeats

Regularnie rozmieszczone krotkie powtorzenia palindromiczne ‘



c RI S P Rdzialanie

W momencie, gdy bakteria zostaje zaatakowana przez
wirusa i uda jej sie pokonac to zagrozenie, wycina
sobie kawatek jego DNA i wbudowuje go w swdj
materiat genetyczny, tworzac w ten sposob baze DNA
potencjalnych wrogow.

Dzieki temu, jesli po raz kolejny dojdzie do kontaktu z
tym samym wirusem, komorka bakterii bedzie miata
szanse szybciej zareagowac - wykryje i rozpozna obcg
informacje genetyczng i zniszczy jg za pomoca
specjalnego enzymu rozszczepiajgcego ni¢ DNA,
nazywanego tez biatkiem Cas9. Enzym ten jest w
stanie precyzyjnie rozpoznawac i przecinac okreslony
fragment kwasu nukleinowego wirusa.




Budowa biatka Cas9

_ przewodnik RNA




CRISPR

Technika CRISPR pozwala takze na
wbudowanie innego, zaprojektowanego
kawatka DNA we wskazane miejsce. W ten
sposob, dzieki metodzie CRISPR mozliwe jest
leczenie tych chorob, ktore sa wynikiem
obecnosci nieprawidtowej wersji genu,
prowadzacej do produkcji wadliwego biatka,
ale takze tych, w ktorych brakuje biatka,
niezbednego do prawidtowego funkcjonowania
organizmu.



W 2020roku dwie badaczki - Emmanuelle Charpentier i Jennifer A. Doudna otrzymaty
Nagrode Nobla w dziedzinie chemii za stworzenie precezyjnych "nozyczek do genow".




PzysztoSC nowe)
techniki

Naukowcy majg nadzieje, ze juz
wkrétce dzieki ,,nozyczkom

genowym” zostang opracowane nowe g 2 g . X £ L A F
terapie przeciwnowotworowe, a byc
moze metody leczenia choréb Skutecznos¢ nagrodzonej metody jest badana
uwarunkowanych genetycznie. rowniez w przypadku mukowiscydozy,

hemofilii i niedokrwistosci sierpowatej oraz
bardziej ztozonych choroéb, jak np: choroby
psychiczne i zakazenie ludzkim wirusem
niedoboru odpornosci (HIV).
Zgtoszono tez tysigce patentow na inne jej
zastosowania. Dzieki niej badaczom roslin

udato sie opracowac uprawy odporne na plesn,
‘ szkodniki i susze.




Dziekuje za uwage!



