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Cwiczenia 1
Wirtualne Klonowanie
Prowadzqgcy: mgr Anna Pawlik i mgr Maciej Dylewski

Cze$c teoretyczna:

Cel éwiczenia:

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie sie z planowaniem konstrukcji zrekombinowanego wektora, czyli
klonowania gendéw — klonowanie in silico. Do tego celu wykorzystamy program komputerowy Serial Cloner.
Cwiczenia 2-4 beda obejmowaly realizacje klonowania genu z wykorzystaniem technik inzynierii
genetycznej w warunkach laboratoryjnych — klonowanie w praktyce, na stole laboratoryjnym.

Donorowe DNA:
- fragment PCR
- genomowy DNA
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Rysunek 1 Schemat klonowania.



Ponizej zostaty wymienione etapy klonowania genu wraz z zaznaczeniem, na ktorych éwiczeniach dany
etap bedzie wykonywany oraz jaki rodzaj DNA bedzie stanowit materiat badawczy podczas ¢wiczen (rys. 1):

1. Wybdriizolacja wektora: wektor pUC18. Instrukcja do ¢wiczen: podpunkt I. Realizacja: ¢wiczenie 2

2. Przygotowanie wstawki (z wykorzystaniem reakcji PCR)Instrukcja do ¢wiczen: podpunkt II. A.
Realizacja: ¢wiczenie 3

3. Trawienie restrykcyjne wektora: enzymami BamHI oraz Pstl, oraz modyfikacja korncéw wstawki
(enzymem fosforylujgcym korice DNA). Instrukcja do ¢wiczen: podpunkt 11.B/C. Realizacja: éwiczenie
3

4. Ligacja, czyli reakcja faczenia wektora ze wstawka. Instrukcja do ¢wiczen: podpunkt Ill. Realizacja:
¢wiczenie 4

5. Wprowadzenie otrzymanego konstruktu do komérek gospodarza, czyli transformacja komérek
biorcy otrzymanym konstruktem. Instrukcja do ¢wiczen: podpunkt IV. Realizacja: ¢wiczenie 4

6. Selekcja transformantéw - po ¢wiczeniu 4

Do klonowania genéw s3 potrzebne:

I.  Wektor, zapewniajacy powielenie obcego DNA w komdrkach gospodarza. Stosuje sie generalnie
dwa rodzaje wektoréw: plazmidowe i pochodzenia wirusowego.

II.  Fragment DNA, ktory zamierzamy klonowac¢. Najczesciej jest to krétki odcinek DNA powstaty po
trawieniu odpowiednimi enzymami restrykcyjnymi (posiada lepkie lub tepe korice), badz produkt
PCR stworzony z wykorzystaniem komplementarnych primerdow (starterow).

lll.  Ligaza, enzym niezbedny podczas reakgc;ji ligacji, czyli faczenia wektora ze wstawka

IV. Gospodarz, zwykle jest to szczep bakteryjny, drozdzowy lub eukariotyczna linia komdrkowa o
odpowiednio zmodyfikowanym dla celéw inzynierii genetycznej i scisle okreslonym genotypie —
niezbedny w procesie transformaciji.

I Wektory
Plazmidy - koliste zamkniete, autonomicznie replikujgce sie czgsteczki DNA. Staty sie one gtéwng bazg do
konstrukcji wektorow plazmidowych. Wystepujg naturalnie w komadrkach wielu gatunkéw bakterii Gram-
dodatnich i Gram-ujemnych. Przenoszg informacje genetyczng, ktéra wielokrotnie petni wazng funkcje w
komédrce. Wsrdd najistotniejszych cech fenotypowych kodowanych przez plazmidowe DNA wymienié
mozna: opornos$¢ na antybiotyki, jony metali ciezkich, produkcje antybiotykéw, prostych weglowodandw,
niektérych toksyn itp.

Wektor — to autonomicznie replikujgca sie czgsteczka DNA, ktdéra zostata skonstruowana sztucznie, na bazie
naturalnych plazmidéw, w celu przenoszenia dodatkowej informacji genetycznej. Ogdlnie rzecz biorgc
wektory sg pochodnymi naturalnie wystepujgcych plazmidéw.

W celu uzyskania dobrego wektora wprowadza sie do wektoréw plazmidowych pewne modyfikacje:

1. Redukcja masy czasteczkowej. Im mniejszy wektor tym wieksza jego pojemnos$¢ oraz prosciej nim
manipulowac (np. tworzy¢ mape restrykcyjng klonowanego DNA)

2. Usuniecie gendw warunkujgcych mozliwos¢ transferu zrekombinowanego plazmidu do innych bakterii —
przekazywanie wektora odbywac sie bedzie jedynie w pionie (czyli z komodrek macierzystych do
potomnych).

3. Wtaczenie w miejscu gdzie ma by¢ wklonowane obce DNA syntetycznego oligonukleotydu z sekwencjami
rozpoznawanymi przez wiele enzymow restrykcyjnych — miejsce wielokrotnego klonowania (ang. Multiple
Cloning Sites— MCS). MCS umozliwia bezposrednie wstawienie fragmentéw klonowanego DNA, ktére




powstaty przez trawienie jednym z wielu lub (najczesciej) dwoma rézinymi enzymami. Oznacza to, ze
wektor, ktory zostanie wybrany do klonowania musi w miejscu MCS posiada¢ miejsca restrykcyjne dla
takich samych enzymodw, jakimi zostanie potraktowany fragment obcego DNA, ktéry ma by¢ do niego
wprowadzony. Dzieki temu tgczone za pomocg ligazy konce bedg komplementarne.

Inne istotne cechy, ktore powinien posiada¢ dobry wektor:

Obecnos¢ jednego Ilub kilku gendw markerowych, stuzacych do wyrdznienia i selekcji
transformantéw, czyli komérek, ktére pobraty zrekombinowany wektor (gtéwnie sg to geny
opornosci na antybiotyk, np. ampicyline, tetracykline, chloramfenikol, kanamycyne)

Powinien by¢ dobrze scharakteryzowang pod wzgledem fizycznym i chemicznym czasteczka, fatwa
do oczyszczenia.

Posiadac¢ miejsce MCS

Origin replikaciji
- migjsce inicjacji replikacji

Markery selekcyjne
np. 0pomosc na
ampicyline

MCS

WEKTOR
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Do konstrukcji wstawki potrzebne s3:

A)Produkt PCR- fragment DNA uzyskany w wyniku reakcji PCR z wykorzystaniem odpowiednich primeréow

(starterow).

Primer — jest to krotki, zsyntetyzowany fragment DNA (10-30 par zasad), komplementarny do matrycy
DNA, z ktérej chcemy uzyskac produkt PCR

Podczas konstrukcji primerédw mozemy wprowadzi¢ miejsce ciecia dla enzymdw restrykcyjnych na koncu 5/,
aby mozliwe byto trawienie restrykcyjne, a pdiniej klonowanie.

Primery powinny spetniac kilka warunkéw:
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Dtugo$é startera: 19-25 nt

Temperatura topnienia: 58-62°C

Oba startery w parze powinny mie¢ zblizong temperature topnienia [Tp,]

40< %GC< 60

Sekwencja startera powinna by¢ pozbawiona powtdrzen (ang. runs), np. ‘AAAA’

Starter nie powinien mie¢ powtérzen G/C na koricach 5’ i 3’, ale dobrze jesli wystepuje jeden nt ‘C’
lub ‘G’

Przynajmniej jeden starter powinien by¢ specyficzny dla fragmentu (fragmentéw) DNA, ktéry moze
zostac powielony

B) Enzymy restrykcyjne - Enzymy restrykcyjne (zwane takze restryktazami, endonukleazami restrykcyjnymi)

sg enzymami izolowanymi z bakterii, zdolnymi do rozpoznawania specyficznych sekwencji w DNA i do



przecinania dwuniciowej czgsteczki DNA. W przypadku ciecia enzymami restrykcyjnymi powstajg tepe i
lepkie konce, pozwalajace na wklonowanie genu w odpowiedniej orientacji.

C) Podstawowe enzymy modyfikujace DNA przydatne do klonowania:

1) Alkaliczna fosfataza:

Katalizuje usuwanie grup 5’ fosforanowych z DNA, RNA oraz tri fosforandw.

Zastosowanie:

- defosforylacja koncow DNA przy przygotowywaniu wektoréw do klonowania (fragmenty pozbawione
grup fosforanowych na koricach nie mogg zamykac sie w kétko w reakcji ligacji)

- defosforylacja DNA lub RNA przed znakowaniem koricow przy uzyciu kinazy polinukleotydowej T4

- defosforylacja biatek

2) Fragment Klenowa polimerazy DNA I:

Fragment Klenowa jest produktem proteolizy polimerazy DNA | z E.coli, ktéry ma aktywnos¢ polimeryzacji
(3'>5’) i aktywnos¢ egzonukleolityczng 3'>5’, ale stracit aktywnos¢ egzonukleolityczng 5'->3’. Dzieki temu
zachowat wiernos¢ polimeryzacji holoenzymu nie degradujac kofcow 5’.

Zastosowanie:

- fosforylacja - wypetnianie lepkich koncéw (jednoniciowe odcinki wysuniete w kierunku 5’, ni¢3’ cofnieta)

- sekwencjonowanie metodg Sangera

- synteza drugiej nici cDNA

1l. Ligacja i ligazy

Ligazy DNA — sg klasg enzymoéw modyfikujgcych DNA. W organizmie zywym petnig kluczowa role - bez nich
wszelkie procesy genetyczne nie bylyby mozliwe. Ligazy DNA sg enzymami ligujgcymi, co oznacza, ze
potrafig tworzyé wigzania chemiczne pomiedzy dwoma fragmentami. Funkcjg ligaz DNA jest taczenie
przerw w DNA, co ma miejsce przy wszystkich procesach angazujgcych synteze nowych nici DNA
(replikacja, naprawa DNA) czy wycinanie i wstawianie ich fragmentow (rekombinacja genetyczna).
Dziatanie ligaz opiera sie na prostej reakcji chemicznej, ktdéra, bedac endoenergetyczng, wymaga do
prawidtowego przebiegu obecnosci substratu energetycznego - ATP.

Ligacja— proces taczenia dwdch fragmentdéw lub koricdw nici DNA za pomocg ligazy. Proces ligacji wymaga
energii w postaci ATP lub NAD (w zaleznosci od ligazy).
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Rysunek 2 Reakcja ligacji


http://pl.wikipedia.org/wiki/Kwas_deoksyrybonukleinowy
http://pl.wikipedia.org/wiki/Ligaza_DNA
http://pl.wikipedia.org/wiki/Adenozyno-5%27-trifosforan
http://pl.wikipedia.org/wiki/Dinukleotyd_nikotynoamidoadeninowy

Iv. Gospodarz

Transformacja — proces pobierania dostepnego DNA (np. zrekombinowany wektor uzyskany podczas
klonowania) ze srodowiska przez komérki gospodarza Escherichia coli.

Zagadnienia do samodzielnego przygotowania:
1. Rodzaje wektoréw do klonowania
2. Wektory wahadtowe
3. Wektory wysoko- i niskokopijne oraz ich zastosowanie
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Czes¢ praktyczna

W czesci praktycznej wykorzystywac bedziemy darmowy program SerialCloner, ktéry posiada m. in. funkcje
wirtualnego klonowania fragmentéw DNA, projektowania starterow do reakcji PCR, czy sprawdzenia
homologii dwdch sekwencji DNA.

Wykorzystanie programu Serial Cloner podczas kolejnych etapéw klonowania:
1. Wybdriizolacja wektora (wektor pUC18) — wizualizacja sekwencji, MCS oraz dostepnych genéw

markerowych
2. Przygotowanie wstawki pochodzacej z plazmidu pCB104 — symulacja przebiegu reakcji PCR

3. Trawienie restrykcyjne wektora (enzymami BamHI oraz Pstl) oraz fosforylacja koncow wstawki
(enzymami modyfikujgcymi DNA) — dobdr enzymdw restrykcyjnych i przedstawienie graficzne
powstatych fragmentow

4. Ligacja czyli reakcja faczenia wektora ze wstawka — wizualizacja powstatego konstruktu
(zrekombinowanego wektora)



Wprowadzenie do programu:

Widok okna programu.
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Podstawowe narzedzia, ktére bedziemy wykorzystywac w pracy z tym programem na zajeciach:

File Edit Sequence Features Restriction Protein Function Window Help
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1 — otwiera nowg sekwencje do obrébki

2 — otwiera sekwencje DNA zapisang na dysku, nad ktdrg wczesniej pracowalismy

3 — zapisuje zmieniong sekwencje DNA

4 — pokazuje w sposdb graficzny otwartg sekwencji DNA

5 — pokazuje szczegdty wezytanej sekwencji z miejscami restrykcyjnymi

6 — wskazuje ilos¢ miejsc ciecia dla danego enzymu restrykcyjnego w wybranej sekwencji DNA
7 —pozwala przeprowadzi¢ analize po uzyciu enzymoéw restrykcyjnych na zelu agarozwym

8 — zaznacza miejsca z genami , ktore warunkujg specyficzne cechy wektora

9 — pozwala odnalez¢ odpowiednie miejsca na wskazanej sekwencji, np. miejsca restrykcyjne
10 —pozwala na przeprowadzenie wirtualnej ligacji fragmentéw DNA

11 — pozwala na projektowanie primerdw i przeprowadzenie wirtualnej reakcji PCR

12 — pozwala na sprawdzenie miejsc homologicznych pomiedzy sekwencjami

Wprowadzanie sekwencji do programu:

e file
e open
e wybdr pliku (plazmid pCB104)

e w celu wizualizacji plazmidu wybierz opcje ,,Graphic Map” , a nastepnie wybierz opcje ,,Circularize”
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Po wczytaniu danej sekwencji DNA do programu, mozemy okresli¢ jej wielkos¢, wskazaé miejsce inicjacji
replikacji, czy sprawdzi¢ wystepujgce tu markery selekcyjne, np. geny warunkujgce opornosci na
antybiotyki.

Projektowanie primeréw/ reakcja PCR:

Aby uzyskac produkt po reakcji PCR i kolejno wklonowa¢ go do wektora, konieczne jest zaprojektowanie
primeréw komplementarnych do interesujgcej nas sekwencji DNA (matrycy DNA), ktérg chcemy powielic.
Podczas konstrukcji wprowadzamy miejsce ciecia dla enzyméw restrykcyjnych na koncu 5/, aby mozliwe

byto trawienie restrykcyjne, a nastepnie reakcja ligacji.
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[ pCB104new go.xdna ) 4284 nt PCR fragment length : .. nt

Wprowadzamy sekwencje, do ktorej chcemy zaprojektowad startery, i zaznaczamy fragment sekwencji.
Sprawdzamy czy starter ma odpowiednig dtugos¢, ilosé par GC, temperature topnienia.



Za pomocy tego programu mozemy rowniez przeprowadzi¢ wirtualng reakcje PCR z wykorzystaniem
owczesnie zaprojektowanych pimerdéw.
Woczytujemy sekwencje matrycowag (opcja u dotu okna ,Run a PCR”), czyli te sama do ktérej
projektowaliémy primery, i otrzymujemy produkt PCR, ktory pdiniej bedziemy wykorzysta¢ do reakcji
ligacji.
Etapy:

e wybierz opcje PCR

e wstaw sekwencje rozpoznawane i ciete przez oba enzymy restrykcyjne na koncach 5’
projektowanych primerdw w miejscu ,oligo tail not indentical to the target sequence”, oraz
sekwencje pochodzace z plazmidu pCB104 w miejscu ,,segment identical to the target sequence” .
Po wyborze sekwencji pochodzacej z plazmidu pCB104 nalezy zaznaczy¢ opcje ,, use as PCR forward
primer” oraz ,, use as PCR reverse primer”

e wstaw matryce ,select target DNA” i wybierz pCB104
e wcisnij Run PCR

Wirtualne ligowanie dwdéch fragmentéw DNA:

Program ten pozwala na przeprowadzenie wirtualnej reakcji ligacji dwdch fragmentéw DNA: wektora oraz wstawki
(fragmentu DNA po reakcji PCR), ktore zostaty potrawione tymi samymi enzymami restrykcyjnymi.

Wprowadzamy wczesniej przygotowang i sprawdzong sekwencje DNA do programu SerialCloner. Zaznaczamy
wybrane przez nas enzymy restrykcyjne i uzyskujemy informacje na temat rodzaju ciecia restrykcyjnego: korce tepe,
lepkie oraz wielkosci otrzymanego fragmentu DNA.

Tak uzyskane fragmenty DNA ligujemy, a uzyskany konstrukt zapisujemy — ponizej mapa powstatego konstruktu oraz
dwéch plazmidéw wykorzystanych do jego stworzenia.

Etapy ligacji:

e po pocieciu enzymami restrykcyjnymi plazmidu pUC19 oraz wstawki z plazmidu pCB104 wybieramy
opcje ,,Construct”, a nastepnie wstawiamy , otwartg” sekwencje nukleotydowg plazmidu pUC19 w
»Select DNA 1” oraz sekwencje nukleotydowa wstawki w ,, Select DNA2”

e reakcje wirtualnej ligacji przeprowadzamy poprzez nacisniecie opcji ,,LIGATE”
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Plazmind pCB104 zawierajacy gen, ktéry zostanie wklonowany w MCS plazmidu pUC19
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(4065) ECORI —
(3794) Bell* ———

(3537) PFIFI- Tth11ll
(3520) BstBI
(3507) Scal —

(3391) Ncol - Styl —
(3357) Mscl —

(3212) BpmI - ECOS7MI
(3177) AdI——

(2783) BsaAl

(4108) PstI - SbfI._
4104) Sfy

(2497) ApaLl /

(a261) Fspl Boll (s271)
(@22) BwaL BmgBI (172)
(4161) Bmrl / PshAT (174)
16) HindIIl \ /

N NmeATIT (359)
SO\ /

EcoNT (553)

Pcb104
4284 bp

[ GIIEE (1096 .. 1120)

GEEEE (1595 .. 1619)
Ecil (1627)

\ ECORV (1635)

\_ AfIIII - Pcil (1676)
BlpI (1732)

(2330) BStEIL
(2290) BaiVI
(2282) BSpEL
(2275) Stul




Plazmid pUC19 zawierajacy fragment genu lacZ kodujgcy N-koricowy fragment B-galaktozydazy

(2675) EcoO1091 Pfol (45)
(2621) Aatll_ [
(2619) Zral, | Ndel (1a4)
(2503) SspI | BSEAPI (185)
Kasl (235)

Narl (236)
Sfol (237)
— Bbel (239)

Apol - EcoRI (396)

EcoS3kI (404)

BanlI - Sacl (408)

Acc65T (408)

_Aval - BsoBI - KpnI - TspMI - Xmal (412)
BmeT1101 (413)

— Smal _(414)
|EFI% (417)
S Xbal (423)

- Sbfl (435)
~BIUATI - BspMI (442)
“Sphl (445)
HindIII (447)

(2298) Xmnl _

(2179) Scal _
(2088) Tsol —_

puc19
2686 bp
—— BspQI - Sapl (530)

AfIIII - Pcil (s08)

(1847) NmeATIT

(1779) BSFFI
(1769) BpmI
(1760) Bsal

(1635) AhdI~

BseYI (1110)
PSpFI (1114)

AlWNI (1222)



Konstruk uzyskany w wyniku molekularnego klonowania

(3177) Eco01091 Pfol (45)
(3123) AatIl [
(3121) Zral _

NdeI (184)
| BStAPT (185)
KasI (235)
Narl (238)
sfol (237)
- BbeI (239)

(2800) XmnI
N

.

Apol - EcoRI (3365)
EcoS3KI (404)

BanIl - Sacl (406)
ACc65I (408)
/.~ _.Aval - BsoBI - Kpnl - TspMI - Xmal (412)
BmeT110I (413)
Smal (414)
(417 . 242)
BamHI (217)

(2631) Secal _

(2500) TsoI

__— BsaBI (701)
2
3
3
3
3
o
g
(2349) NmeAIIl —— @
(2281) BsrFL
(2271) BpmI - Pstl (941)
(2252) Bsal (917 .. 942)
Sphl (347)
(2201) AhdI

HindIII (5439)

BspQI - SapI (1192)

AfIIII - Pcil (1308)

(1724) AlWNI g

(1616) PspFI BseYI (1612)



