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Rozwdj biotechnologii molekularnej nie bytby mozliwy bez szeregu réznych enzymow, pozwalajacych na

manipulacje genetyczne. Techniki biotechnologii molekularnej wykorzystuja enzymy, naturalnie
wystepujace u mikroorganizmow.
Zrodto: Pixabay, domena publiczna.

Biotechnologia jest dziedzing nauki zajmujacg si¢ mozliwosciami wykorzystywania uktadow
biologicznych (wirusow, bakterii, grzybow, roslin i zwierzat) lub ich sktadnikow (np.
enzymoOw) do wytwarzania lub modyfikacji produktow w celach uzytkowych. Jedng

z dyscyplin biotechnologii jest biotechnologia molekularna, zwana tez nowoczesna.
Wykorzystywane w niej techniki umozliwiajg zmienianie genomow organizmow, aby
uzyskac ich pozadane cechy.

Twoje cele

» Przedstawisz enzymy stosowane w biotechnologii molekularne;j.
» Wyjasnisz sposob dziatania enzymow, ktore wykorzystywane sg w metodach
biotechnologii molekularne;.

o Wykazesz znaczenie enzymow w biotechnologii molekularne;.



Przeczytaj

W biotechnologii molekularnej wykorzystywane sg techniki inzynierii genetycznej

umozliwiajgce izolacje materiatu genetycznego zawierajacego odpowiednie geny,

manipulowanie nimi oraz wprowadzanie ich do docelowego organizmu. Manipulacja

genetyczna umozliwia uzyskanie komorek o okreslonych cechach.

Wprowadzenie zmian w DNA wymaga
wykorzystania enzymow. Najczesciej
wykorzystywanymi w biotechnologii

molekularnej enzymami sg polimerazy DNA,

enzymy restrykcyjne (nalezace do klasy
enzymoOw nukleolitycznych) i ligazy.

Enzymy charakteryzujg si¢ specyficznoS$cia
substratowa. Oznacza to, ze maja zdolnos¢

do Igczenia si¢ z konkretnymi substratami
i katalizujg reakcje po odpowiednim
dopasowaniu substratu do centrum
aktywnego enzymu. Efektem tego zjawiska
jest dokladniejsza regulacja procesow
zachodzacych w komorkach.

Metody biotechnologii molekularnejsa
szeroko wykorzystywane w biotechnologii
medycznej, rolniczej oraz przemystowe;.

Wiecej o biotechnologii molekularne;j
w e-materiatach:

» Biotechnologia - nauka
interdyscyplinarna;

Graficzne przedstawienie naprawy DNA przez ligaze
DNA. Enzym ten faczy przerwane fragmenty DNA,
zapobiegajac niebezpiecznym uszkodzeniom
materiatu genetycznego. Wtasciwosci tego enzymu
wykorzystywane sg podczas prac laboratoryjnych,
m.in. w tworzeniu wektoréw genetycznych,
umozliwiajacych modyfikacje genetyczne.

Zrédto: Tom Ellenberger, Wikipedia Commons, domena
publiczna.

» Biotechnologia molekularna - historia, cele i perspektywy.
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Polimerazy DNA

Polimerazy DNA katalizujg wytwarzanie nowych, komplementarnych nici DNA lub ich
naprawe. Dziatanie tych enzyméw wymaga obecno$ci matrycy (odcinka
jednoniciowego DNA, ktory stuzy jako matryca do syntezy nowego, komplementarnego
tancucha) i przytaczonego do niejkrotkiego komplementarnego odcinka kwasu
nukleinowego (RNA lub DNA), nazywanego starterem (ang. primer). W warunkach
naturalnych starter jest syntetyzowany przez enzym prymaze. Do tego odcinka
przylaczane s3a przez polimeraze DNA kolejne nukleotydy, tworzace komplementarng
do matrycy ni¢ DNA.

Sekwencje starterow mozna zaprojektowac i dokonac ich syntezy w taki sposob, aby
polimeraza DNA syntetyzowatla okreslony fragment DNA w trakcie reakcji tancuchowe;j
polimerazy z wykorzystaniem polimerazy termostabilne;j.

W organizmach zywych wystepuje kilka typow polimeraz, ktore odpowiadajg za
synteze nici wiodacej, nici opoznionej, naprawe DNA czy synteze DNA
mitochondrialnego u organizmow eukariotycznych.

Polimerazy DNA mozna podzieli¢ ze wzgledu na wykorzystywana matryce. Polimerazy
uzywane najczesciejw biotechnologii to polimerazy DNA zalezne od DNA. Oznacza to,
ze synteza nowejnici DNA odbywa si¢ na bazie DNA. Wystepuja takze polimerazy RNA
zalezne od DNA. Na bazie nici RNA powstaje wtedy DNA. Przyktadem takiego enzymu
jest odwrotna transkryptaza, ktora moze zosta¢ uzyta do syntezy komplementarnego
DNA (cDNA), niezbednego w analizie ekspresji genow. Polimeraza DNA niezalezna od
matrycy wystepuje w stanach patologicznych.

Restryktazy

Ligazy

Wykorzystanie wszystkich opisanych enzyméw mozna przedstawic¢ na przyktadzie
tworzenia wektoréw genetycznych. Zaréwno plazmid, stanowigcy wektor genetyczny, jak

i namnozony w reakcji tancuchowej polimerazy gen poddaje si¢ reakcji trawienia

z wykorzystaniem enzymow restrykcyjnych, tworzacych lepkie konce. Prowadzi to do
uzyskania liniowych fragmentéw DNA, majacych fragmenty komplementarne. Uzycie ligazy
DNA pozwala na potaczenie obu elementow. Efektem tych dziatan jest wektor genetyczny
niosacy sekwencje wybranego genu. Taki wektor moze zosta¢ uzyty do wprowadzenia genu
np. do komorki bakteryjne;.

Enzymy restrykcyjne mogg by¢ takze wykorzystywane w diagnostyce chorob. Mutacje
wprowadzajace zmiany sekwencji DNA w miejscach rozpoznawanych przez dane enzymy sa
widoczne po rozdziale elektroforetycznym strawionych fragmentow DNA.
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Tepe i lepkie konce
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Lepkie konce

“N-N-A-G-C-T-N-N-  _Smal  -N-N-A-G C-T-N-N- “N-N-G-A-A-T-T-G-N-N- _EwoRi ~-—N-N-G A-A-T-T-C-N-
~N=N-T-C-G-A-N-N- —N—N—T—C! lG—A—N—N— —T—T- N—N —N—N—C—T—T—A—\A\ G-N-
Tepe korce Lepkie konce

Enzym restrykcyjny rozpoznaje i tnie sekwencje.

2

Konce s3a tepe, gdy przeciecie przechodzi przez te same miejsca obu naprzeciwlegtych
nici DNA.

3

Konce s3 lepkie, gdy przeciecie jest przesuniete wzgledem siebie np. o kilka
nukleotydéw.

Schemat przedstawiajgcy dziatanie enzymoéw restrykcyjnych.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.



Prawidtowy
gen B-globinowy

Zmutowany
gen B-globinowy

T

Ciecie enzymem w Brak cigcia enzymem
restrykcyjnym u restrykcyjnym

Elektroforeza

Dwa krotkie prazki — Jeden dtugi prazek
(szybciej wedrujg w zelu) — (wolniej wedruje w zelu)

U osoby z prawidtowym genem beta-globinowym enzymy restrykcyjne przeciety nié
DNA w miejscu wyznaczonym przez specyficzng sekwencje.

2

U osoby ze zmutowanym genem beta-globinowym mutacja spowodowata znikniecie
miejsca restrykcyjnego.

Zastosowanie enzymoéw restrykcyjnych do wykrywania mutacji powodujacej anemie sierpowata.
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Wazne!

W 1955 r. Arthur Kornberg odkryt polimeraze DNA (polimeraza DNA I). Odkrycie to byto
przetomowe. Na podstawie kolejnych badan wykazano role polimerazy Kornberga
w procesie replikacji i naprawy DNA.

W 1969 r. Thomas Brock odkryt polimeraze DNA Taq. Zostala ona wyizolowana z bakterii
Thermus aquaticus, zyjacej w goracych zrodlach Yellowstone. Polimeraza Taq nie traci
swojej aktywnos$ci nawet w 95 °C. Jej termostabilnos¢ umozliwita przeprowadzanie
reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) w celu powielania fancuchow DNA.
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Thermus aquaticus. Mikroskop elektronowy, powiekszenie 1000x.

Zrédto: Saperaud, Wikimedia Commons, domena publiczna.

Stownik
elektroforeza DNA

rozdziat czasteczek DNA w zelu pod wptywem pola elektrycznego
fragment Klenowa

fragment polimerazy Kornberga, zachowujacy aktywno$¢ naprawczg egzonukleazy 3' - 5
i aktywnos¢ polimeryzacyjng polimerazy Kornberga
inZynieria genetyczna

eksperymentalna dziedzina z pogranicza genetyki i biologii molekularnej postugujgca si¢
zespotem roznorodnych technik, polegajgcych na manipulowaniu DNA in vitro oraz in
vivow celu uzyskania dziedzicznych zmian w komorkach lub calych organizmach
izoschizomery

enzymy restrykcyjne, ktore zawsze rozpoznaja takg samg sekwencje DNA i przecinajg ja
w taki sam sposob
ligacja

potaczenie konca 3’ jednego tancucha polinukleotydowego z koncem 5’ innego fancucha
kowalencyjnym wigzaniem fosfodiestrowym
ligazy

klasa enzymow katalizujaca wytwarzanie wigzan pomi¢dzy dwiema czasteczkami,
polaczone z rozpadem wigzania wysokoenergetycznego
neoschizomery




enzymy restrykcyjne, ktore zawsze rozpoznajg takg samg sekwencje DNA, ale tna jg
w zupelnie inny sposob
polimeraza Kornberga

polimeraza DNA I odkryta w 1955 r. przez Arthura Kornberga; enzym, ktory
dosyntetyzowuje luki miedzy fragmentami Okazaki
polimerazy DNA

enzymy nalezgce do nukleotydylotransferaz, syntetyzujace z odpowiednich trifosforanow
nukleozydow czasteczki kwasow deoksyrybonukleinowych wedtug wzoru
zakodowanego w materiale genetycznym organizmu

reakcja tancuchowej polimerazy (PCR)

technika laboratoryjna biologii molekularnej pozwalajgca na powielanie wybranego
odcinka DNA in vitro
restryktazy, enzymy restrykcyjne

enzymy, ktore rozpoznajg okreslone kilkunukleotydowe sekwencje tancucha DNA obcego
dla komorki i wycinaja je, rozktadajac hydrolitycznie wigzanie fosfodiestrowe w tych
odcinkach tancucha; przecigcie moze byc tzw. tepe, gdy przechodzi przez te same
miejsca obu naprzeciwleglych nici DNA, lub tzw. lepkie, gdy ciecia w obu niciach sg
przesuniete wzgledem siebie np. o kilka nukleotydow; wiasny DNA bakterii jest
chroniony przed rozktadem

wektor genetyczny

najczesciej koliste czasteczki DNA plazmidow i wiruséw majgce zdolnos¢ do wnikania
i autonomicznej replikacji w danym typie komorki



Film

ab. inz. Magdalena Klimek-Ochab _ St
bdra Biologii Molekularnej i Biotechnologii e
echnika Wroclawska

Film dostepny pod adresem /preview/resource/RmQIm8sc04In4

Enzymy stosowane w biotechnologii molekularnej (czes¢ 1)
Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Film pod tytulem: Enzymy stosowane w biotechnologii molekularnej(czesc¢ 1).

Polecenie 1

Na podstawie czesci pierwszej filmu scharakteryzuj dziatanie nukleaz.

Polecenie 2

W oparciu o wyktad wyjasnij pojecia: ,tepe” i ,lepkie konce”. Ocen, ktére z nich s3 tatwiej

taczone w reakgciji ligaciji.



file:///preview/resource/RmQ1m8sc04ln4

Film dostepny pod adresem /preview/resource/RCc4amueFUWCp

Enzymy stosowane w biotechnologii molekularnej (czes¢ 2)
Zrodto: Englishsquare.pl Sp. z 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.

Film pod tytulem: Enzymy stosowane w biotechnologii molekularnej (czesSc¢ 2).

Polecenie 3

Na podstawie czesci drugiej filmu wskaz zastosowanie enzyméw restrykcyjnych.



file:///preview/resource/RCc4amueFUWCp

Sprawdz sie

Pokaz ¢wiczenia: O ) @

Cwiczenie 1

Dokoncz zdanie.

Uszkodzenia DNA spowodowane przerwaniem nici naprawiane s przy udziale:

() endonukleaz

O ligaz

() polimerazy DNA

() restryktazy

Cwiczenie 2

Wskaz poprawny opis dziatania restryktaz.

() Katalizuja przytaczanie sie nukleotydéw do nici DNA.

() Przecinajag DNAitacza jego fragmenty w dowolnej kolejnosci.

() Przecinaja DNA w miejscu bogatym w pary C:G

Przecinajg DNA w wyznaczonym miejscu przez specyficzng sekwencje, ktéra ma
dtugosc¢ 4-8 nukleotyddw.




Cwiczenie 3 O

Przyporzadkuj podanym terminom odpowiednie okreslenia.

Ligaza taczenie fragmentéw DNA
Polimeraza Katalizowanie syntezy DNA
Restryktaza Ciecie nici DNA
Cwiczenie 4 Q]

Uzupetnij tekst, wybierajac wtasciwe sformutowania.

W biotechnologii‘ klasycznej [ ] H molekularnej ] lwykorzystywane sg techniki inzynierii

genetycznej. Pozadane cechy uzyskuje sie poprzez wprowadzanie zmian w | DNA (]

‘ RNA [ ] H enzymach [ | ’,Wykorzystujac do tego rézne rodzaje‘ DNA [ ] H RNA [ ] ’

‘ enzymow || H Restryktazy [ | H Ligazy [ ] H Polimerazy [ ] ’uiywane sg do powielania

fragmentéw DNA,‘ restryktazy (] H ligazy (] H polimerazy [ | ’tna ni¢ DNA

w odpowiednich miejscach, natomiast‘ restryktazy [ | H ligazy | H polimerazy | ”racza

ze sobg porozcinane fragmenty DNA.

Cwiczenie 5 O
Wskaz typ enzymu restrykcyjnego, ktérego dotyczy ponizszy opis.

Enzymy tego typu dokonujg ciecia DNA na podstawie rozpoznanych palindromowych
sekwencji. Ciecie odbywa sie w obrebie rozpoznanej sekwencji lub bezposrednio przy nie;j.

Enzymy tego typu wymagajg obecnosci jondw magnezu, aby doszto do ciecia nici DNA.

Typ! )
Typll [

Typ Il ]



Cwiczenie 6 ®
Matrycowe DNA Lepkie konce Wstawka

XOCOC ey MPUEDOCOCK

Lepkie konce

Ligaza + ATP

Zrekombinowane DNA

BNINIRIBIBIE
NN M M

clitlit|iA]l]|A]l]|C

Zrédto: Englishsquare.pl Sp. z. 0.0., licencja: CC BY-SA 3.0.
Przeanalizuj schemat i wskaz nazwe procesu, ktory przedstawia.

() Translacja

() Ligacja

() Hydroliza

() Transkrypcja

Wyjasnij, dlaczego proces przedstawiony na schemacie przebiega tatwiej, kiedy fragmenty

DNA zakoriczone s3 lepkimi koricami.




Cwiczenie 7 @

Na schematach przedstawiono czasteczki DNA po dziataniu réznych enzymow.

}

—

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

Rozpoznaj schemat, ktory przedstawia czasteczke rozcietg enzymami restrykcyjnymi.

Uzasadnij swéj wybor.

Cwiczenie 8 @

Mutacja w genie beta-globiny powoduje anemie sierpowata. Od dwdch pacjentow (Ai B)

z podejrzeniem anemii sierpowatej pobrano krew, a nastepnie wyizolowano materiat
genetyczny. W celu wykrycia mutacji powodujgcej anemie sierpowatg zastosowano
odpowiednie enzymy restrykcyjne, o ktérych byto wiadomo, jakie sekwencje nukleotydowe
przecinaja. Na obrazie uzyskanym po przeprowadzeniu elektroforezy probki pobranej od
pacjenta A zaobserwowano dwa krétkie prazki, natomiast u pacjenta B - jeden dtugi prazek.

Wskaz pacjenta, u ktérego wykryto mutacje w genie beta-globiny oraz wyjasnij, na jakiej

podstawie mozna stwierdzi¢, ze wystepuje ona wtasnie u niego.




Dla nauczyciela

Autor: Anna Juwan
Przedmiot: Biologia

Temat: Enzymy stosowane w biotechnologii molekularne;j

Grupa docelowa: uczniowie Il etapu edukacyjnego - ksztalcenie w zakresie podstawowym
1 rozszerzonym

Podstawa programowa:
Zakres rozszerzony
Tresci nauczania - wymagania szczegolowe
XV. Biotechnologia. Podstawy inzynierii genetycznej. Uczen:

3) przedstawia narzedzia wykorzystywane w biotechnologii molekularnej (enzymy:
polimerazy, ligazy i enzymy restrykcyjne) i okresla ich zastosowania;

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):

» Przedstawisz enzymy stosowane w biotechnologii molekularne;j.

» Wyjasnisz sposob dziatania enzymow, ktore wykorzystywane s3 w metodach
biotechnologii molekularne;j.

» Wykazesz znaczenie enzymow w biotechnologii molekularne;j.

Strategie nauczania:

» konstruktywizm;
» konektywizm.

Metody i techniki nauczania:

e odwroécona klasa;
e zuzyciem komputera;
e rozmowa kierowana;



e Cwiczenia interaktywne;
e praca z filmem;
e mapa mysli.

Formy pracy:

e pracaindywidualna;

e pracaw parach;

e pracaw grupach;

» praca catego zespotu klasowego.

Srodki dydaktyczne:

« komputery z gloSnikami, stuchawkami i dostepem do internetu;
» zasoby multimedialne zawarte w e-materiale;
» tablica interaktywna/tablica, pisak /kreda.

Przed lekcja:

1. Uczniowie zapoznajq sie z trescig w sekcji ,Przeczytaj”.
Przebieg lekcji
Faza wstepna:

1. Nauczyciel wyswietla na tablicy temat lekcji oraz cele zaje¢, omawiajac lub ustalajgc
razem z uczniami kryteria sukcesu.

2. Nauczyciel prosi wybranego lub chetnego ucznia o wyjasnienie pojecia enzymu.
Nastepnie wprowadza uczniow w temat lekcji, moéwigc, ze rozwdj biotechnologii nie
bylby mozliwy, gdyby nie odkrycia z 1970 r. - wtedy Hamilton Smith i Kent Wilcox
wyizolowali pierwszy enzym, wykorzystywany do dziS. Pochodzit on od bakterii zyjacej
w ludzkim jelicie grubym, czyli pateczki okreznicy (E. col)).

Faza realizacyjna:

1. Praca z multimedium (,,Film”) - kula $niegowa. Uczniowie zapoznajg si¢ z filmami
zawartymi w e-materiale. Nastepnie wykonuja polecenia od 1 do 3, pracujac metodg
kuli $niegowej. Nauczyciel objasnia wspomniang wyzej metode¢ i wynikajace z niej
kolejne etapy pracy:

- najpierw uczniowie bedg indywidualnie opracowywac¢ odpowiedzi na zadane
pytania;

- potem potacza si¢ w pary i poréwnajg swoje propozycje, a na osobnejkartce zapiszg
wspolne odpowiedzi;

- kolejnym krokiem bedzie polgczenie sie par w czworki, ktére - jak poprzednio -
skonfrontujg swoje odpowiedzi;



- uczniowie utworza 8-osobowe zespoly i zné6w poroéwnajg swoje propozycije;

- przedstawiciele poszczeg6lnych zespoléw 8-osobowych zaprezentuja na forum klasy
uzgodnione w grupie odpowiedzi.

. Mapa mysli. Nauczyciel dzieli uczniow na trzy grupy. Kazda z nich opracowuje mape
mysli na temat zastosowan enzymow w biotechnologii molekularnej. Grupy prezentujg
wyniki swojej pracy. Nauczyciel uzupetnia brakujgce informacje, koryguje ewentualne
btedy.

. Utrwalenie wiedzy i umiejetnoSci. Uczniowie samodzielnie wykonuja ¢wiczenie nr 8
(w ktorym maja za zadanie wskazac¢ pacjenta, u ktérego wykryto mutacje w genie
beta-globiny, oraz wyjasni¢, na jakiej podstawie mozna stwierdzi¢, ze wystepuje ona
wiasnie u niego) z sekcji ,Sprawdz si¢”. Nastepnie w 4-osobowych grupach omawiajg
prawidlowe rozwigzanie. Po uptywie wyznaczonego czasu wskazany przez nauczyciela

przedstawiciel grupy prezentuje odpowiedz wraz z jej uzasadnieniem. Klasa
ustosunkowuje si¢ do niej. Nauczyciel udziela uczniom informacji zwrotne;.

Faza podsumowujaca:

1. Uczniowie wykonuja ¢wiczenie nr 4, polegajace na uzupetnieniu tekstu na temat
wykorzystania enzymow w biotechnologii molekularne;.

2. Nauczyciel wySwietla treSci zawarte w sekcji ,Wprowadzenie” i na ich podstawie
dokonuje podsumowania najwazniejszych informacji przedstawionych na lekciji.
Wyjasnia takze watpliwosci uczniow.

Praca domowa:
1. Wykonaj ¢wiczenia od 1do 3 oraz od 5 do 7.
Materialy pomocnicze:

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

Dodatkowe wskazowki metodyczne:

» Uczniowie mogg przed lekcja zapoznac si¢ z multimedium zamieszczonym w sekcji
»Film”, aby przygotowac sie do pdzniejszej pracy na zajeciach.



