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Klonowanie to technika, ktéra umozliwia tworzenie kopii konkretnego fragmentu dwuniciowej czasteczki
DNA.
Zrodto: Takometer, Wikimedia Commons, licencja: CC BY 2.5.

Transformacja genetyczna komorki, czyli wprowadzenie do niej nowego genu, jest mozliwa
po wczesniejszym powieleniu genu na drodze klonowania DNA.
Twoje cele

o Okreslisz cel klonowania DNA.
o Przedstawisz istote techniki klonowania DNA.

o Wskazesz znaczenie procesu klonowania DNA.



Przeczytaj

Klonowanie DNA

Klonowanie DNA to proces polegajacy na namnozeniu (powieleniu) kopii danego
fragmentu DNA w komorkach biorcy (gospodarza), zwykle bakterii Escherichia coli,

przy zastosowaniu specjalnego nosnika DNA - wektora genetycznego.

Wektor potaczony z docelowym fragmentem DNA (najczeSciej zawierajacy konkretny
gen lub geny) tworzy czasteczke zrekombinowanego DNA.

Komarka ludzka

DNA
Jadro komorkowe
Gen kodujgcy insuline

Plazmid Zrekombinowany DNA

Schemat powstawania wektora plazmidowego.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Do przeprowadzenia klonowania DNA niezbedne sa:
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e docelowy fragment DNA zawierajacy gen, ktory ma zosta¢ powielony

(sklonowany) do komorki;

e wektor genetyczny - stuzacy jako nosnik fragmentu DNA przeznaczonego do

sklonowania;

e enzymy restrykcyjne - stuzace do wycigcia wybranego fragmentu DNA z genomu
organizmu, z ktorego zostanie pobrany, oraz przeci¢cia wektora, np. plazmiduy;
enzymy te rozpoznajg swoiste sekwencje w dwuniciowej czasteczce DNA,

nazywane miejscami restrykcyjnymi, i przecinajg DNA w danym miejscu;

e ligaza - enzym umozliwiajacy polgczenie wycietego fragmentu DNA z DNA

wektora;

e gen reporterowy - znacznik pokazujacy, czy procedura si¢ powiodta.

Gtowne klasy enzymoéw restrykcyjnych

Enzymy restrykcyjne ze wzgledu na: typ rozpoznawanych sekwencji, sposob
rozcinania DNA oraz strukture enzymu dzieli si¢ na trzy klasy. W klonowaniu DNA
stosuje si¢ gtownie enzymy klasy II, poniewaz rozcinaja czgsteczke DNA dokladnie
w rozpoznawanym miejscu — w przeciwienstwie do enzymow 1 i I1I klasy, ktore
rozcinajg DNA w innych miejscach niz rozpoznawana sekwencja, co prowadzi do

powstania losowego zbioru fragmentow.

Wiecej informacji na temat enzymow restrykeyjnych znajdziesz w e-materiale Enzymy

stosowane w biotechnologii molekularney.

Gen reporterowy

Gen reporterowy to dobrze poznany gen, ktorego produkty (RNA lub biatko) moga by¢
mierzone dokladnie i w prosty sposob. Monitorujgc zmiany w poziomie produktu tego

genu, mozna fatwo obserwowac zmiany w jego ekspresiji.

Najczesciej stosowanymi genami reporterowymi sg geny kodujgce: beta-galaktozydaze
(beta-gal) oraz beta-glukuronidaze (GUS) z bakterii Escherichia coli, lucyferaze (Luc)
ze Swietlika Photinus pyralis, biatko zielonej fluorescencji (GEP) z meduzy Aequorea
victoria oraz acetylotransferaze chloramfenikolu (CAT) z wystepujacego w E. coli

transpozonu Tn9.
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Beta-gal katalizuje hydrolize beta-galaktozydow, natomiast GUS hydrolizuje
glukuronidy. W wyniku hydrolizy substratow stosowanych w oznaczaniu beta-gal
i GUS powstaja produkty, ktore mogg by¢ mierzone iloSciowo za pomocg

spektrofotometru.

Lucyferaza jest enzymem utleniajagcym lucyferyne, w wyniku czego powstaje
fluorescencyjny produkt, ktorego iloS¢ mozna oznaczyc¢ przez rejestracje

uwolnionego Swiatla.

GFP to naturalnie fluoryzujgce biatko, ktére moze by¢ wykrywane bezposrednio

w zywych komorkach.

Enzym CAT katalizuje acetylacje chloramfenikolu, w ktorej donorem grupy
acetylowej jest acetylo-CoA. Acetylowany chloramfenikol mozna mierzy¢ m.in. za

pomoca chromatografii cienkowarstwowej lub testu immunoenzymatycznego.

Genem reporterowym moze by¢ rowniez gen opornosci bakterii na okreslony

antybiotyk. Na podtozu z antybiotykiem wyrosng jedynie te bakterie, ktore pobraty

wektor. Gen reporterowy moze tez powodowac pojawienie si¢ jakiejs cechy, np. barwy

na skutek wytworzenia barwnika.

Jak duzy gen mozna wprowadzi¢ do wektora?

O wielko$ci wprowadzonego DNA decyduje pojemno$¢ wektora.

Pojemnos¢ wektora zalezy od jego rodzaju. Do klonowania DNA wykorzystuje si¢

wektory genetyczne zdolne do przeniesienia materiatu genetycznego z komorki dawcy

do komorki biorcy. Rozne rodzaje wektorow stuzg do klonowania odcinkow DNA

o roznej wielkosci. Wektory dzieli si¢ na:

e prokariotyczne, do ktorych naleza wektory plazmidowe, kosmidy, wektory

fagowe i sztuczny chromosom bakteryjny;

e eukariotyczne, do ktorych nalezg pochodne wirusow, wektory drozdzowe,

sztuczny chromosom ludzki i plazmid Ti.

Wiecej informacji o wektorach znajdziesz w e-materiale Wektory genetyczne.



https://zpe.gov.pl/b/wektory-genetyczne/PZrQkzhBd

Etapy klonowania DNA

Uproszczony schemat klonowania DNA.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Ostatnim etapem klonowania DNA jest selekcja, czyli wyodrebnienie bakterii, ktore
przyjety zrekombinowany plazmid wraz z genem reporterowym zapewniajgcym
opornosS¢ na antybiotyk, od tych, ktore go nie majg. Po przeprowadzonej transformacji
bakterie posiewa si¢ na plytki z podtozem selekcyjnym z antybiotykiem. Bakterie bez
plazmidu zging; te za$, ktore zyskaly dzieki nowym genom antybiotykoopornos¢, beda
rosng¢ na pozywkach odzywczych z dodatkiem odpowiedniego antybiotyku, tworzgc
mate kolonie. Kazda z nich bedzie zawierac¢ taki sam zrekombinowany plazmid

z klonowanym fragmentem DNA.

Aby sie upewni¢, ze uzyskane kolonie maja plazmid o prawidlowej strukturze,
sprawdzane sg pod katem obecnos$ci zrekombinowanego genu. W tym celu
wykorzystuje si¢ reakcje PCR przeprowadzang na wyizolowanych plazmidach z kilku
kolonii lub trawienie za pomoca odpowiednich enzymow restrykeyjnych. O obecnosci

klonowanego DNA Swiadczy uzyskanie fragmentow DNA o okreslonej dlugosci.

Wiecej informaciji o reakcji PCR znajdziesz w e-materiale £Larnicuchowa reakcja

polimerazy.

Zastosowanie klonowania molekularnego

Techniki klonowania molekularnego sg powszechnie stosowane w badaniach DNA,

genow, ich funkcji oraz ekspresji. Dzigki nim mozliwe statly si¢ identyfikacja oraz
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izolacja genow, ktdore sg odpowiedzialne za wystepowanie roznych chordb. Stanowi
to podloze do zastosowania terapii genowej. Co wiecej, sama terapia genowa
wykorzystuje techniki klonowania DNA poprzez dostarczenie funkcjonalnych
fragmentow DNA do komorek pacjentow.

Klonowanie DNA pozwala takze na uzyskanie organizmow transgenicznych do
produkcji ludzkich biatek, np. bakterii produkujacych ludzkie hormony wzrostu czy
insuling. Wykorzystywane jest rowniez w produkcji szczepionek, ktore uzyskuje sie

poprzez tworzenie odpowiednich bialek.

Ponadto klonowanie umozliwia tworzenie bibliotek genomowych i bibliotek cDNA.

Wiecej informacji na ten temat znajdziesz w e-materiale Biblioteki genomowe i cDNA.

Stownik

Amp

gen opornosci na ampicyling

gen reporterowy

gen, ktorego aktywnos$¢ mozna tatwo bada¢, wykorzystujac np. metody
histochemiczne lub fluorymetryczne; stuzgcy w biologii molekularnej do oceny
poziomu ekspresji kontrolowanego przez badana sekwencje regulatorowg (np.

promotor) w roznych tkankach, stadiach rozwoju lub w odpowiedzi na rozne

czynniki

GFP

(ang. green fluorescence protein — biatko zielonej fluorescenciji) biatko, ktore

pochodzi z meduzy Aequoria victoria; emituje zielone $wiatto w wyniku

wzbudzenia Swiattem niebieskim lub UV

MCS

(ang. multiple cloning site — miejsce wielokrotnego klonowania)

polilinker, odcinek DNA wektora genetycznego, w ktorym znajdujg si¢ liczne
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sekwencje nukleotydowe rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne

ori

(ang. origin - poczatek) miejsce inicjacji replikacji

para zasad, pz

jednostka dtugosci podwojnej nici DNA lub RNA; ,para” oznacza dwie

komplementarne zasady na dwoch niciach

PCR

(ang. polymerase chain reaction - reakcja tancuchowa polimerazy) metoda
powielania tancuchow DNA polegajaca na tancuchowej reakcji polimerazy DNA
w wyniku wielokrotnego podgrzewania i ozigbiania probki w warunkach

laboratoryjnych

plazmid

kolista czgsteczka DNA oddzielona od chromosomu i replikujgca si¢ niezaleznie
od niego

sekwencja nukleotydowa

kolejnos¢ ulozenia czterech rodzajow nukleotydow w czasteczce DNA lub RNA

zrekombinowana czasteczka DNA

czasteczka DNA, ktora zostata wytworzona in vitro z fragmentow DNA
pochodzgacych z réznych zrodel, np. po ligacji (potaczeniu) sekwencji
restrykcyjnych DNA szczura z plazmidami E. coli

zrekombinowany plazmid

plazmid, do ktorego zostat wprowadzony obcy fragment DNA



Animacja

Wystapit btad

Klonowanie DNA

Film dostepny pod adresem /preview /resource/RsiuRGxNzfHGp

Klonowanie DNA.
Zrédto: rez. Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Film pod tytutem: Klonowanie DNA.

| Polecenie 1

| Polecenie 2
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Sprawdz sie

Pokaz ¢wiczenia: ® ) @

Cwiczenie 1

Cwiczenie 2

Cwiczenie 3

Cwiczenie 4

Cwiczenie 5

Cwiczenie 6

Cwiczenie 7

Cwiczenie 8




Dla nauczyciela

Autor: Anna Juwan
Przedmiot: biologia
Temat: Klonowanie DNA
Grupa docelowa: uczniowie III etapu edukacyjnego - ksztalcenie w zakresie rozszerzonym
Podstawa programowa:
Zakres rozszerzony

Tresci nauczania - wymagania szczegotowe

XV. Biotechnologia. Podstawy inzynierii genetycznej. Uczen:

4) przedstawia istote technik stosowanych w inzynierii genetycznej (hybrydyzacja
DNA, analiza restrykcyjna i elektroforeza DNA, metoda PCR, sekwencjonowanie
DNA);

Ksztaltowane kompetencje kluczowe:

» kompetencje cyfrowe;

» kompetencje osobiste, spoteczne i w zakresie umiejetnosci uczenia sig;

» kompetencje matematyczne oraz kompetencje w zakresie nauk przyrodniczych,
technologii i inzynierii.

Cele operacyjne (jezykiem ucznia):

e OkreSlisz cel klonowania DNA.
o Przedstawisz istote techniki klonowania DNA.
o Wskazesz znaczenie procesu klonowania DNA.

Strategie nauczania:

» konstruktywizm;
o konektywizm.

Metody i techniki nauczania:

e zuzyciem komputera;
e Cwiczenia interaktywne;
e Cwiczenia laboratoryjne.



Formy pracy:

praca indywidualna;

praca w parach;

praca w grupach;

praca catego zespotu klasowego.

Srodki dydaktyczne:

komputery z glto$nikami, stuchawkami i dostepem do internetu;
zasoby multimedialne zawarte w e-materiale;

tablica interaktywna/tablica, pisak /kreda;

telefony z dostepem do internetu.

Przed lekcja:

1. Uczniowie zapoznajq sie z trescig w sekcji ,Przeczytaj”

Przebieg lekcji

Faza wstepna:

1. Nauczyciel wyswietla zawartos¢ sekcji ,Wprowadzenie”. Uczniowie wspolnie

z nauczycielem omawiajg cele lekcji i okreslajg kryteria sukcesu.

2. Wprowadzenie do tematu. Nauczyciel prosi, by uczniowie w parach opracowali mapy

mysli zwigzane z tematem. Wybrane pary przedstawiajg swoje propozycje, ochotnik
zapisuje je na tablicy. Pozostali uczniowie odnoszg si¢ do odnotowanych sugestii,
uzupelniajac je o swoje pomysty.

Faza realizacyjna:

1. Praca z multimedium (,Animacja”). Uczniowie zapoznajg si¢ z animacja, a nastgpnie

rozwigzuja indywidualnie polecenie nr 1 (,Na podstawie animacji scharakteryzuj
wektor plazmidowy”) oraz polecenie nr 2 (,Zaproponuj, jak sprawdzi¢, czy klonowanie
DNA zakonczylo sie pomyslnie”). Swoje odpowiedzi porownuja z osobg z pary. Wybrani
uczniowie przedstawiajg rozwigzania na forum klasy.

. Praca z tre$cia e-materialu. Uczniowie dzielg si¢ na zespoly i na podstawie

przeczytanego tekstu oraz informacji zawartych w animacji uktadajg pytania quizowe
dla innych grup. Nauczyciel wraz z uczniami okresla zasady rywalizacji i punktowania
dobrych odpowiedzi (np. gra na czas lub na liczbe poprawnych odpowiedzi).
Przeprowadzenie gry w klasie. Nauczyciel lub wybrany uczen dba o prawidlowy
przebieg quizu zgodnie z wczesniejszymi ustaleniami. Nauczyciel oglasza zwycieska
druzyne.

3. Utrwalenie wiedzy i umiejetnos$ci. Uczniowie samodzielnie wykonujg ¢wiczenie nr 7

(,Wyijasnij, dlaczego organizmem powszechnie wykorzystywanym jako biorca materiatu



genetycznego jest bakteria Escherichia coll’) z sekcji ,Sprawdz si¢”. Nastepnie

w 4-osobowych grupach omawiajg prawidtowe rozwigzanie. Po uptywie wyznaczonego
czasu wskazany przez nauczyciela przedstawiciel grupy prezentuje odpowiedz wraz

z jej uzasadnieniem. Klasa ustosunkowuje si¢ do niej. Nauczyciel udziela uczniom
informaciji zwrotne;j.

4. Uczniowie w parach wykonujg ¢wiczenie nr 8 (,Uzasadnij, ze bakteriofagi mogg by¢
wektorami przenoszacymi DNA pomiedzy komorkami bakterii”) z sekcji ,Sprawdz sig”
Nastepnie poréwnuja swoje odpowiedzi z najblizej siedzgcymi sgsiadami. Nauczyciel
w razie trudnos$ci naprowadza podopiecznych na wlasciwe rozwigzania lub wyjasnia
watpliwosci.

Faza podsumowujaca:

1. Nauczyciel prosi uczniow o rozwiniecie zdan: ,,Dzi§ nauczylem /nauczytam sie...”,
,Zrozumiatem /zrozumiatam, ze...”, ,Zaskoczyto mnie...”, ,Dowiedziatem /dowiedzialam

”

sie..”.
2. Nauczyciel wyswietla temat lekciji i cele zawarte w sekcji ,Wprowadzenie”,

podsumowuje omawiany na lekcji materiat, wyjasnia watpliwosci uczniow.
Praca domowa:
1. Wykonaj ¢wiczenia od 1 do 6 z sekciji ,,Sprawdz sie”.
Materialy pomocnicze:

» Jane B. Reece i in., ,Biologia Campbella”, ttum. K. Stobrawa i in., Dom Wydawniczy
REBIS, Poznan 2021.

» ,Encyklopedia szkolna. Biologia”, red. Marta Steplewska, Robert Mitoraj, Wydawnictwo
Zielona Sowa, Krakéw 2006.

Wskazowki metodyczne opisujace rézne zastosowania animacji:

Nauczyciel moze wykorzysta¢ animacje do pracy przed lekcja. Uczniowie zapoznajg si€ z jej
trescia i przygotowujg do pracy na zajeciach w ten sposob, zeby moc samodzielnie
rozwiazac zadania.



