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Chapter 7.3: Identifying, Analyzing and Sequencing Cloned DNA

תקציר/סיכום:

1. בהינתן חלבון מסוים או רצף דנ"א חלקי, וספרייה (cDNA/expression library) של האורגניזם הנדון, איך נבודד מתוך הספרייה את ה-clone המכיל את הגן המקודד לחלבון      (או המכיל את רצף הדנ"א הידוע)?
- חיפוש ה-clone המתאים על סמך ביטוי ה-mRNA של הגן:

· במידה וקיים רצף דנ"א חלקי ידוע, נוכל ליצור גלאים, ונשתמש בטכניקת Membrane-Hybridization Assay למציאת ה-clone המכיל את הגן.
· במידה ונתון חלבון, נוכל ליצור תערובת רצפי דנ"א המקודדים לרצף ח. אמינו מסוים בחלבון, ולהשתמש בה בתור גלאי. לחלופין, יש אפשרות להשתמש במסדי הנתונים של רצפי EST לשם מציאת רצף הדנ"א הספציפי המקודד לרצף ח. אמינו הרצוי.
- חיפוש ה-clone המכיל את הגן על סמך ייצור התוצר החלבוני המקודד ע"י הגן:

· נשתמש בנוגדנים הנקשרים באופן ספציפי לחלבון לשם זיהוי ה-clone המייצר אותו.
2. איך נבודד את מקטע הדנ"א המכיל את הגן בו אנו מעונינים מתוך ה-clone?
· הפקת דנ"א וחיתוך עם אותם אנזימי רסטריקציה ששימשו להחדרת הרצף בעת יצירת הספרייה. את התוצרים נריץ על ג'ל בשדה חשמלי וזה יאפשר הפרדת מקטעי הדנ"א לפי הגודל, ובפרט נוכל לבודד את המחדר הרצוי.
3. מספר שיטות לניתוח הרצף שהתקבל:
· מפת רסטריקציה הינה מידע חשוב לגבי הרצף וניתן לאפיין אותה עבור אנזימי רסטריקציה שונים ע"י ניתוח אורכי מקטעי הדנ"א המתקבלים לאחר חיתוך המקטע הנחקר באמצעות אנזים רסטריקציה ספציפי.
· ריצוף מקטע הדנ"א. ישנן שתי טכניקות המאפשרות לעשות זאת:
i. Maxam-Gilbert Method
בשיטה זו ישנן מספר מבחנות המכילות את מקטע הדנ"א, ובכל מבחנה מתבצע חיתוך במקום כלשהו ברצף, אך רק אחרי נוקליאוטיד מסוים בלבד. ע"י ניתוח אורכי המקטעים המתקבלים בכל מבחנה (ע"י הרצה בג'ל) ושילוב המידע ביחד ניתן לדעת את הרצף. בשיטה זו ניתן לרצף פרגמנטים שאורכם עד כ-500bp.
ii. Sanger (Dideoxy) Method
זוהי שיטת הריצוף הנפוצה היום בשימוש. בשיטה זו מבצעים דנטורציה של הדנ"א הנחקר לחד-גדיל וגם כן הפרדה למבחנות שונות. בניגוד לשיטה הקודמת, בכל מבחנה מתבצעת סינטזה של הרצף על בסיס התבנית, ובכל מבחנה הסינטזה יכולה להיעצר בסבירות מסוימת אחרי נוקליאוטיד ספציפי. גם כאן, לאחר ניתוח אורכי המקטעים המתקבלים בכל מבחנה והשוואת המידע בין המבחנות ניתן לאפיין את הרצף. 
סיכום הפרק, על פי סדר הכותרות הראשיות:
ניתן לסרוק ספרייה גנומית באמצעות Membrane-Hybridization Assay
המטרה של Membrane-Hybridization Assay
 היא זיהוי של מולקולת דנ"א על בסיס מקטע דנ"א קטן ידוע – הגלאי. בשיטה זו מפיקים דנ"א, מתיכים אותו למצב של חד-גדיל (באמצעות ריכוז מלח נמוך, pH גבוה, טמפרטורה גבוהה וכו') ומקבעים את גדילי הדנ"א לפילטר. הקיבוע הוא כזה שמולקולות הדנ"א קשורות לפילטר במצבן החד-גדילי ואינם יכולות להתנתק או להתחבר חזרה. כעת מכניסים תמיסה של מולקולות הגלאי המסומנות (סימון רדיואקטיבי למשל), ומספקים תנאים האופטימליים להיברידיזציה. הגלאים ייקשרו למולקולות הדנ"א בעלות הרצף המשלים, ולאחר שנשטוף את הגלאים שלא נקשרו, נקבל פילטר ועליו מולקולות דנ"א שאל חלקן קשורות מולקולות גלאי מסומנות. במקרה של סימון רדיואקטיבי למשל, נוכל כעת לזהות את מיקום הדנ"א המסומן באמצעות אוטורדיוגרפיה (צילום).
באמצעות השיטה הנ"ל ניתן לסרוק ספריית 
 כאשר מחפשים clone שהוחדר לתוכו רצף מסוים אם יש לנו גלאי לרצף זה. זורעים ויריוני  על צלחת פטרי עם E.coli, ולאחר פרק זמן מסוים מופיעים פלאקים, כאשר כל הויריונים שבפלאק מקורם בויריון בודד, ובפלאקים השונים הויריונים הם בעלי מחדרים שונים. מטרתנו כעת היא למצוא את פלאק שבו הויריונים הם בעלי המחדר אותו אנו מחפשים. לוקחים רפליקה של הצלחת על פילטר
 ומשרים אותה בתמיסה בסיסית – זה מפרק את הקפסידים וגורם לדנטוריציה של הדנ"א המשתחרר מהם. מבצעים קיבוע של הדנ"א לפילטר ומבצעים היברידיצזיה עם הגלאי כפי שתואר. לבסוף מחפשים את הסימון הרדיואקטיבי – כל סימון כזה מצביע על כך שבצלחת המקורית, במקום זה בדיוק יש פלאק שהויריונים שבו מכילים את מקטע הדנ"א אותו אנו מחפשים. 

גלאים אוליגונוקליאוטידיים מיוצרים על בסיס רצפי חלבון חלקיים


במידה ויש בידנו חלבון, ונרצה למצוא את הגן שמקודד לו, לא נוכל להשתמש ישירות בטכניקה שתוארה לעיל שכן אין לנו רצף דנ"א שישמש כגלאי לגן. לכן יש צורך לסנטז את הגלאי על בסיס רצף חומצות האמינו של החלבון. ניתן לעכל את החלבון באמצעות פרוטיאזות ספציפיות לקבלת פפטידים קצרים (בשל ספציפיות החיתוך של הפרוטיאוזות, תמיד נקבל את אותם פרגמנטי החלבון לאחר שימוש באותם הפרוטיאזות) וניתן לרצף פפטידים קצרים אלו
. כעת, היות וכל חומצה אמינית יכולה להיות מקודדת על ידי מספר קודונים, רצף חומצות אמינו יחיד יכול להיות מקודד על ידי מספר רב של רצפי דנ"א. יש למצוא רצף של 7-6 ח.אמינו (לקבלת רצף דנ"א לגלאי באורך של כ-20 בסיסים) אשר מקודדות על מספר קטן ככל האפשר של רצפי דנ"א אפשריים
 (כלומר עדיף למשל שחומצות אמינו כגון Leu המקודדות ע"י 6 קודונים אפשריים לא יופיעו ברצף). כעת נסנטז את כל רצפי הדנ"א המקודדים לרצף זה ותמיסה של כל הרצפים הללו תקרא degenerate probe – רק אחד מהם (ואיננו יודעים איזה) הוא באמת הרצף שנמצא בגן המקודד לחלבון הנתון. כעת נוכל להשתמש בטכניקת סריקת הספרייה שתוארה לעיל כאשר כל תמיסת הרצפים הזו תשמש כגלאי, ובהכרח אחד הרצפים ייקשר לגן המבוקש.


יש דרך נוספת, פשוטה יותר לגלות את הרצף המקודד בפועל לחלבון, והיא מסתמכת על המידע ההולך ומצטבר בשנים האחרונות של רצפי ה-EST. אלו הם קטעי cDNA חלקיים, באורכים של 200-400bp לרוב, שנלקחו מאורגניזמים שונים ואשר רצפם נקבע. רצפי cDNA חלקיים אלו נקראים       expressed sequence tags (EST) שכן הינם מהווים מעין תוויות קצרות יחסית של הדנ"א הגנומי המבוטא בצורת mRNA. לאורך השנים נקבעו רצפי EST רבים עבור מגוון רחב של יצורים ומידע זה נגיש דרך מאגרי אינטרנט שונים. יחד עם מידע רצף הדנ"א נשמר בפרט גם המידע לגבי רצף ח. האמינו שרצף זה מקודד לו. בשל המידע הרב המצטבר, יש סבירות מסוימת שרצף ה-cDNA של הגן אותו אנו מחפשים (המקודד לחלבון שיש לנו) מיוצג באופן חלקי לפחות ע"י רצפי ה-EST הקיימים, ולכן גם חלק מרצף החלבון המקודד ע"י גן זה (וזה מה שיש לנו) נמצא במאגרי המידע של רצפים אלו. לכן, בהינתן רצף ח. האמינו של החלבון, נוכל לבצע חיפוש עבור רצף זה במאגרי מידע, ואם תימצא התאמה אזי נוכל לדעת לפחות עבור חלק מרצף ח. האמינו של החלבון מה רצף הדנ"א המדויק המקודד לו ולבנות את הגלאי על סמך רצף זה. נכון להיום, מאגרי המידע של רצפי EST של בני אדם גדול כל כך שכמעט לכל חלבון ניתן למצוא רצף ח. אמינו חלקי שלו במאגרי המידע.

 ניתן לזהות clones על סמך התכונות של החלבונים המקודדים


שתי השיטות לעיל התמקדו במציאת ה-clone בספרייה הגנומית או בספריית cDNA על סמך רצף דנ"א חלקי ידוע (הגלאי). דרך נוספת היא להשתמש בספרית ביטוי השתמשת בוקטורים מיוחדים    ( expression vectors), שבהם מחדר הדנ"א עובר את תהליך השעתוק ל-mRNA ומתורגם לחלבון בעת שהפאג' פעיל בתוך חיידק ה-E.coli המודבק
. כלומר ניתן להכין את הוקטור באופן כזה שמחדרי הדנ"א יהיו באזורים של רמת ביטוי גבוהה, והם יהיו במסגרת הקריאה המתאימה. במקרה זה, כל חיידק המודבק בפאג' יבטא את החלבון המקודד ע"י המחדר. נשתמש גם כאן בזריעה של פאג'ים לקבלת פלאקים כאשר כל פלאק מייצג אוסף ויריונים בעלי רקע גנטי אחיד, אך כעת נרצה לבדוק באיזה מן הפלאקים מתבטא החלבון שיש לנו. באופן דומה לשיטה הקודמת מכינים רפליקה של הצלחת על פילטר, וגם החלבונים נדבקים בחלקם אל הפילטר. כעת יש להשתמש בפרוצדורה המאפשרת זיהוי ספציפי של החלבון בו אנו מעוניינים. אחת הפרוצדורות האפשריות היא שימוש בנוגדנים הספציפיים לחלבון נדון, שטיפת הנוגדנים שלא נקשרו מהפילטר, וכעת שימוש בנוגדן שניוני מסומן (רדיואקטיבית למשל) הנקשר לנוגדן הראשוני ששימש להיקשרות לחלבון. הנוגדן השניוני ייקשר לפילטר באותם מקומות שבהם נמצא החלבון הרצוי שכן רק שם יימצא הנוגדן הקודם, והסימון שלו יאפשר את קביעת המקום על הפילטר שם נוכח החלבון הרצוי. בצלחת המקורית, במיקום זה בדיוק נמצא פלאק שהויריונים שבו מכילים את רצף הדנ"א המקודד לחלבון הרצוי. 

אלקטרופורזה בג'ל מאפשרת הפרדת מקטעי דנ"א על פי גודלם


לאחר שבודדנו את הדנ"א מתוך ה-clone שמצאנו, עלינו להפריד את המחדר משאר הדנ"א הגנומי של הפאג' עצמו (ואולי גם של חיידקי ה-E.coli אותם הפאג' הדביק). השלב הראשון לכך הוא חיתוך המחדר מתוך הרצף באמצעות אותם אנזימי הרסטריקציה ששימשו להחדרתו (לפירוט ראה פרק המתאר את תהליך בניית הספרייה). כעת נקבל אוסף קטעי דנ"א, בגדלים שונים, וביניהם קטע המחדר המבוקש. במטרה לבודד את המקטע הרצוי משתמשים בטכניקת Gel Electrophoresis. שיטה זו מתבססת על העובדה שמולקולות הדנ"א והרנ"א טעונות במטען שלילי חזק ב-pH נייטרלי. את תמיסת הדנ"א או הרנ"א הרצויה מטעינים על ג'ל
 בצד אחד של הג'ל ומכניסים את הג'ל לשדה חשמלי כאשר הצד החיובי הוא בצד הנגדי השל הג'ל. בשל המשיכה החשמלית, מולקולות הדנ"א נעות לעבר הצד החיובי, אך בשל הצפיפות של הג'ל ובהתאם לגודל ה'חורים' שבו, מולקולות קטנות נעות מהר יותר מהגדולות, ולפיכך עוברות מרחק גדול יותר בפרק זמן נתון. לאחר סיום הרצת הדנ"א, נקבל 'פסים' של דנ"א במרחקים שונים מהראשית – כל 'פס' כזה מייצג מולקולות דנ"א בגודל מסוים. על מנת שנוכל להבחין בדנ"א, מוספים לו תמיסה של ethidium לפני ההרצה. זוהי מולוקולה פלוארסנטית שטוחה המשתלבת בתוך מבנה הסליל, בין הבסיסים, ומשמשת לסימון הדנ"א. ethidium קולט אור UV ופולט אור בתחום הנראה. לכן בסוף הרצת הדנ"א בג'ל ניתן לצלם את הג'ל, ולראות את מיקום הפסים השונים שכן מולקולות ה- ethidiumהקשורות לדנ"א שב'פס' יפלטו אור
. כעת, ע"פ גודל מקטעי הדנ"א נוכל לדעת אלו מן המקטעים הם המחדרים ולהוציא אותם מן הג'ל להמשך העבודה.

ניתן למפות אתרי רסטריקציה רבים על פרגמנט דנ"א


הרצת דנ"א בג'ל היא שיטה השימושית גם למיפוי אתרי הרסטריקציה של מקטע דנ"א בשל יכולתה לאפשר הערכה של גודל מולקולות הדנ"א (במקביל לתמיסת הדנ"א נריץ תמיסה נוספת שבה ידועים לנו הגדלים של המולקולות, ונוכל להעריך את גודל הדנ"א שבתמיסה הראשונה ע"י השוואת של תבניות הפסים המתקבלות). על מנת למצוא את אתרי החיתוך של אנזים רסטריקציה ספציפי על מקטע דנ"א נחתוך עם אנזים את מקטע הדנ"א (בריכוזים כאלה שבאופן סטטיסטי יתבצע חיתוך יחיד לכל היותר בכל מולקולת דנ"א), ונריץ את התוצאות השונות במקביל ונראה אלו אורכים אפשריים מתקבלים. היות ואורך המקטע השלם ידוע, נוכל לנתח את התוצאות ולקבוע את מקומות החיתוך של האנזים הספציפי. התהליך מתואר ע"י תמונה בעמוד 231, ויש לשים לב כי לפני שמבצעים את החיתוך עם האנזים המעניין אותנו, יש להבטיח כי הדנ"א מסומן בצד אחד בלבד שלו, ולכן ולאחר החיתוך עם אנזים זה, גודל המקטעים המתקבלים יהווה מדד למרחק של אתר החיתוך מסוים מקצה הדנ"א המסומן. כלומר אם קיבלנו לאחר החיתוך מקטעים מסומנים בגדלים 0.2kb ו-0.7kb נדע שלאנזמים הנ"ל יש שני אתרי חיתוך, והן במרחקים 0.2kb ו-0.7kb מן הקצה המסומן, בהתאמה.
Pulse-Field Gel Electrophoresis מאפשרת להפריד מולקולות דנ"א גדולות מאוד

(קטע זה לא רלוונטי במיוחד לדעתי ולכן לא אכנס לפרטים)

בעת הרצת דנ"א בג'ל יש לזכור שלכל סוג ג'ל יש טווח גדלים מסוים שעבורו הוא מתאים, ובאמצעות השיטות שתוארו לעיל ניתן להריץ קטעים שגודלם על 20kb. לעיתים יש צורך בהפרדה של מולקולות דנ"א גדולות יותר (למשל עבור ניתוח כרומוזומים), והשיטה של pulse-field gel electrophoresis מאפשרת לעבוד עם מולקולות דנ"א בטווח הגדלים 20kb-10Mb. השיטה מתבססת על כך שבעת תנועה בשדה חשמלי מולקולות DNA גדולות מתמתחות (מתיישרות) ועם הפסקת הזרם, הן עוברות רלקסציה - מתפתלות בפיתולים אקראיים. הזמן הדרוש לכך פרופורציונאלי לגודל המולקולה. אם מחדשים שוב את הזרם (כך שהשדה החשמלי בכיוון אחר כעת), למולקולות הארוכות יקח יותר זמן להתחיל לנוע ומאשר לקצרות. חוזרים על התהליך מספר פעמים, ומולקולות בגדלים שונים הולכות ומתרחקות אחת מן השניה.

שתי שיטות מהירות לריצוף דנ"א


מוצגות כאן שתי השיטות הקיימות לריצוף מקטעי דנ"א בגדלים עד כ-500bp. שיטות אלו, יחד עם היכולת הטכנולוגית לבנות ספרייה המייצגת גנום שלם של אורגניזם, היוו את הבסיס לתהליך ריצוף הגנום של אורגניזמים רבים. יש לשים לב כי שתי השיטות מתבססות על יכולת הפרדת גודל מולקולות הדנ"א באמצעות שיטת ההרצה בג'ל עד לכדי רמה של נוקליאוטיד בודד.

שיטת Maxam-Gilbert
בשיטה זו ישנן מספר מבחנות המכילות את מקטע הדנ"א הנבחן (המסומן בקצה אחד), ובכל מבחנה מתבצע חיתוך במקום כלשהו ברצף, אך רק אחרי נוקליאוטיד מסוים בלבד. ע"י ניתוח אורכי המקטעים המתקבלים בכל מבחנה (ע"י הרצה במקביל בג'ל) ושילוב המידע ביחד ניתן לדעת את הרצף. אם למשל התקבל קטע באורך X נוקליאוטידים רק במבחנה בה החיתוך מתבצע לאחר הנוקליאוד G, נדע כי הנוקליאוטיד ה-X ברצף הוא G. אם התקבל קטע באורך Y במבחנה בה נחתך הרצף אחרי A או G, אך קטע באורך זה לא התקבל במבחנה בה החיתוך הוא אחרי G, נדע כי הנוקליאוטיד ה-Y ברצף הוא A.
Sanger (Dideoxy) Method
זוהי שיטת הריצוף הנפוצה היום בשימוש. בשיטה זו מבצעים דנטורציה של הדנ"א הנחקר לחד-גדיל וגם כן הפרדה למבחנות שונות. בניגוד לשיטה הקודמת, בכל מבחנה מתבצעת סינטזה של הרצף על בסיס התבנית, ובכל מבחנה הסינטזה יכולה להיעצר בסבירות מסוימת אחרי נוקליאוטיד ספציפי. גם כאן, לאחר ניתוח אורכי המקטעים המתקבלים בכל מבחנה והשוואת המידע בין המבחנות ניתן לאפיין את הרצף. (למשל אם קטע באורך Z התקבל רק במבחנה בה הסינטזה עלולה לעצור רק אחרי A, אז A הוא הנוקליאוד ה-Z ברצף).

�  ראה תמונה בעמוד 224.


�  באופן מאוד דומה ניתן גם לסרוק ספריית E. coli וספריות אחרות. ראה תמונה בעמוד 225.


�  פשוט שמים את הפילטר על הצלחת. חלק מהויריונים מכל פלאק נדבקים אל הפילטר ומתקבל עליו עותק מדויק של הצלחת.


�  באמצעות תהליכים כגון Edman degradation או mass spectrometry. 


�  התמונה הרלוונטית בעמוד 226.


�  ראה תמונה בעמומד 228.


�  לפרגמנטים עד 2kb ניתן להשתמש בג'ל מפוליאקריל אמיד, ולגדלים 0.5-20kb ניתן להשתמש בג'ל אגרוז.


�  ראה תמונה בעמוד 230.


�  תמונות בעמודים 232-233.
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