סיכום עמודים 216-223 ו- 240-246

7.2 יצירת ספריית דנ"א ע"י בקטריופאג' ( ווקטורי הכפלה אחרים

פלסמידים משמשים לרוב להכנת תעתיקים בודדים של מקטעי DNA מסויימים אך ע"מ להכין ספריית DNA שתייצג גנומים שלמים גדולים אין אפשרות להשתמש בפועל בפלסמידים מכיוון שגודל מקטע ה- DNA שניתן להחדיר לתוכם ויעילות הטרנספורמציה שלהם לחיידקים קטנים יחסית.

הכנת ספריית DNA באמצעות קטריופאג' (:

ע"מ להכין ספריות DNA משתמשים פעמים רבות בוקטורי תעתוק אחרים כגון בקטריופאג' (. לבקטריופאג' זה מחזור חיים ליטי וליזוגני, כאשר המחזור הליטי מסתיים ביצירת כ- 100 צאצאים לכל ויריון (הכפלת הדנ"א לשרשרת ארוכה כאשר כל עותק מופרד מהשני ע"י רצף COS, ואז אריזת כל מקטע בין 2 קטעי COS בנפרד). הגנום של הוירוס מוחזק בקפסיד הנקרא "ראש". ע"מ להצמד לאת החיידק ולהחדיר את הדנ"א לתא, משתמש הויריון בחלק חלבוני הנקרא "זנב" וקשור לראש.

ע"מ לנצל את המחזור הליטי של הוירוס לצורך שכפול הדנ"א ניתן להסתפק בגנים המקודדים לחלבונים הדרושים למחזור חיים זה ובגנים המקודדים ל"ראש" ול"זנב". גנום הוירוס הוא בגודל של כ- 50kb והגנים הלא נחוצים למחזור החיים הנ"ל הם באורך מקטע של כ- 25kb – ניתן להחליף מקטע זה במקטע הדנ"א בו מעוניינים, ואז ע"י הדבקה של תאי E.coli ע"י ויריונים אלו ניתן לקבל פלאקים כאשר למעשה כל פלאק יהווה עותקים רבים של מחדר מסוים.
את הויריונים הראשונים מכינים in vitro, ע"י הכנת הגנום הרקומביננטי תחילה בעזרת אנזימי חיתוך ואיחוי, החדרת גנום זה ל"ראשים" ריקים וחיבור זנבות.

יעילות הדבקה זו גדולה פי כ- 1000 מיעילות טרנספורמציה של פלסמידים, וניתן בעזרתה ליצור עותקים רבים של מקטעי גנים בגודל של כ- 25kb.

כאשר יוצרים ספרייה גנומית, ע"מ להגדיל את הסיכוי שכל מקטע יופיע בספרייה משתמשים פעמים רבות במקטעים חופפים. למשל, אם נחלק את גנום האדם המכיל 3*109 bp לחלקים המכילים כ- 20kb נזדקק לבערך 1.5*105 תעתיקים. אך מכיוון שעל צלחת פטרי ניתן לצופף כ- 104 פלאקים לעומת רק כ- 200 מושבות חיידקים, נזדקק רק לכ- 25 צלחות פטרי אם נשתמש בוירוס לעומת כ- 5000 צלחות פטרי אם נשתמש בפלאסמידים בהתאם.

ספריית cDNA (complementary DNA):

באופן דומה למתואר לעיל ניתן ליצור ספריית cDNA ע"י העתקת מקטעי ה- mRNA בתא למקטעי DNA ואח"כ החדרת מקטעים אלו לתוך בקטריופאג'ים כפי שתואר לעיל.
ספרייה זו מהווה ייצוג של הגנים המקודדים ל- mRNA ברקמה מסוימת, בתא מסוים, בתנאים מסוימים ובשלב התפתחות מסוים. כל אלו מעידים על תפקוד התא ועל בקרת קידוד הדנ"א בו.

יש לשים לב כי מקטעי cDNA אלו אינם מכילים את האינטרונים של הגן, ולפיכך מצביעים ישירות על מבנה הפפטיד אליו הם מקודדים. כמו-כן ישנם גנים אשר לא ניתן להכניסם לתעתיק אחד בגלל אורכם, אך ללא האינטרונים הדבר הופך לאפשרי (אם כי גם במקרה זה קיימות בעיות טכניות).

בידוד ה- mRNA וסנתוז ה- cDNA:

מכיוון שברוב האאוקריוטים שרשראות ה- mRNA מסתיימות בקצה 3' של כ- 50-250 שיירי אדנין (poly-A), ניתן לשטוף את התוכן שמוצה מהתא על קולונות במכילות שרשראות קצרות של שיירי תימין (oligo-dT) ובאופן זה ה- mRNA נשאר בקולונה בעוד שאר המרכיבים נשטפים. אח"כ ניתן לשטוף את ה- mRNA מהקולונה בנפרד בעזרת תמיסת מלח.

ע"מ לסנתז את מולקולות ה- cDNA המתאימות משתמשים באנזים reverse transcriptase שקיים ברטרו-וירוסים ומסנתז שרשראות DNA משרשראות mRNA. קטעי oligo-dT משמשים במקרה זה כתחל.

הפיכת cDNA חד-גדילי ל- cDNA דו-גדילי:
לאחר סנתוז ה- cDNA מפורק ה- mRNA בתמיסה ע"י הוספת בסיס (אשר אינו פוגע ב- DNA). אח"כ, מוספים לתמיסה שיירים נוקלואטידים מסוג מסוים, למשל G, והאנזים terminal trasferase מסנתז אותם לקצה ה- 3' של שרשראות ה- cDNA (אנזים מיוחד זה לא זקוק לתחל או לגדיל משלים).

בסןף התהליך מסנתזים את הגדיל המשלים ע"י DNA polymerase ושימוש בתחל המתאים, oligo-dC במקרה זה.

נשים לב שבסוף התהליך נותרים עם מולקולת cDNA דו-גדילית שבקצה אחד שלה oligo-dC-oligo-dG ובקצה שני oligo-dT-oligo-dA.

הוספת אזורי חיבור (linkers) והטמעת ה- cDNA בוקטור ההכפלה:

תחילה, מוגנות שרשראות ה- cDNA מחיתוך ע"י אנזים החיתוך בו נשתמש בהמשך בכדי להחדירם לגנום הוירוס. הגנה זו מתבצעת ע"י שימוש באנזים מיוחד שמבצע מטילציה לבסיסים המתאימים בשרשרת. אח"כ, לקצוות ה- cDNA הדו-גדילי מוספים מקטעי DNA שהוכנו מראש אשר בהם אתרי חיתוך המתאימים לאנזים החיתוך הנ"ל (ההוספה מתבצעת בקצוות ע"י ligase המחבר גם קצוות blunt). 

בשלב האחרון חותכים את קצוות אלו ואת גנום הבקטריופאג' ( ע"י אנזים החיתוך שמשאיר קצוות "דביקים" תואמים, וע"י שימוש ב- ligase מוחדר המקטע ה- cDNA לגנום הוירוס.

הכנת תעתיקים של מקטעי DNA גדולים יותר בקוסמידים ווקטורים אחרים:

בשימוש בפלסמידים או בבקטריופאג' ( ניתן לשעתק מקטעי DNA באורך של כ- 20-25kb. אחת השיטות המאפשרות שעתוק של מקטעים ארוכים יותר היא שימוש בקוסמידים. התהליך מתבצע באופן הבא: שרשרת DNA ארוכה המכילה מקטעי DNA שונים באורך של כ- 45kb המופרדים ביניהם ע"י מקטעים באורך של כ- 5kb המכילים את רצפי ה- COS שהוזכרו קודם לכן. אח"כ, בעזרת מנגנון האריזה של בקטריופאג' (, כל מקטע DNA בין 2 רצפי COS נארז ב"ראשים" ריקים של הוירוס אליהם מצורפים זנבות. עתה, משמש מנגנון ההחדרה של הוירוס ע"מ להחדיר כל מקטע כזה לחיידק E.coli, וכך המקטע מתועתק בתוך החיידק ומשוכפל עימו כמו פלסמיד רגיל. יתרון נוסף חשוב של שיטה זו הוא יעילות ההדבקה הגבוהה של החיידקים.

בנוסף לקוסמידים קיימים מנגנונים אחרים להחדרת מקטעים ארוכים יותר כגון שימוש ב- P1 phage (כ- 100kb), BAC (כ- 300kb) ו- YAC (כ- 1000kb).

7.5 זיהוי חומצות גרעין ספציפיות בתערובות מורכבות

לאחר יצירת תעתיקים של מקטעי DNA ניתן להשתמש בהם ע"מ לזהות לאמוד את כמות המקטעים של חומצות גרעין המשלימים בתערובת מסוימת, בעזרת ניצול ההיברידיזציה בין גדילים משלימים.

שיטת southern לזיהוי קטעי DNA
בשיטה זו חותכים תחילה את ה- DNA בו מעוניינים (למשל גנום של אורגניזם מסוים) ומפרידים בין קטעים בעלי גדלים שונים בעזרת אלקטרופורזה בגל. אח"כ מועברים הקטעים לפילטר ניטרוצלולוס תוך כדי הפרדת הגדילים ע"י תמיסה בסיסית. העברת קטעי ה- DNA מתבצעת במאוזן תוך שמירה על מיקומם היחסית בגל, וכך מועתק למעשה הגל אל הפילטר. לבסוף, מאפשרים תנאי היברידיזציה, מוסיפים תעתיקים חד-גדיליים של קטע ה-DNA אותו מחפשים (שלרוב הופק מספריות DNA) ושוטפים את הפילטר. התוצאה המתקבלת היא שהקטע המסומן נשאר בפילטר רק אם עבר היברידיזציה למקטעים משלימים שעברו לפילטר בשלב הקודם, וניתן לזהות את מיקומם באמצעות הסימון בו היו מסומנים התעתיקים (למשל, רדיואקטיביות).

שיטה זו משמשת פעמים רבות להשוואה בין ספריות DNA שהוכנו מאורגניזם ובין DNA שהופק ממנו באופן ישיר, וכן משמשת להשוואה בין אתרי חיתוך ומקטעי DNA של אורגניזמים שונים או מוטנטים.

שיטת northern לזיהוי קטעי RNA
שיטה זו זהה לחלוטין לשיטה הקודמת, אלא שבמקרה זה מועברים לפילטר קטעי RNA שהופקו ולא DNA, אשר מטופלים תחילה (ע"י פורמאלדהיד לדוגמא) ע"מ לוודא שהם במצב ליניארי. שיטה זו נפוצה שכן היא מאפשרת לאמוד גם את כמות ה- RNA המסוים בו מעוניינים.

מדידת ומיפוי קטעי RNA ספציפיים על DNA באמצעות הגנה מאנזימי חיתוך

שיטה זו נעזרת באנזים S1 אשר חותך חומצות גרעין חד-גדיליות אך לא חותך חומצות גרעין דו-גדיליות. באופן דומה לזה שתואר קודם, מועבר RNA לפילטר ואח"כ עובר היברידיזציה עם תעתיקים של קטע DNA מסוים שסומן רדיואקטיבית. DNA זה נקשר ל- RNA רק אם הגדילים משלימים זה את זה.

אח"כ מושרה הפילטר באנזים S1 אשר למעשה חותך את כל הקטעים שלא עברו צימוד ל- DNA (וכן קצוות שלא עברו צימוד אם רק חלק מהמקטע עבר צימוד). לבסוף, מושקעים מולקולות ה- DNA-RNA שנותרו וניתן למדוד את כמות ה- RNA (ע"י מידת הרדיואקטיביות) ואף למפותו.

מיפוי ה- RNA יכול להתבצע גם ע"י הפעלת השיטה עם חלקים שונים של מקטע ה- DNA בהתאם לאנזימי חיתוך שונים, ומדידת התוצאות.

מיפוי אתרי תחילת שעתוק באמצעות הגנה מ- S1 והארכת תחל

אתר תחילת השעתוק נמצא לעיתים קרובות צמוד לאתר הבקרה על שעתוק הגן ולכן ישנה חשיבות רבה במיפויו.

הגנה מ- S1: בשיטה זו עובר קטע ה- DNA שזוהה צימוד לקצה ה- 5' של ה- mRNA ואח"כ מעוכלים הקצוות שלא עברו היברידיזציה ע"י שימוש ב- S1. לאחר הפרדת הגדילים והרצתם בגל, ניתן לאמוד מגודל מקטע סמן ה- DNA שנותר את מיקום אתר תחילת השעתוק ב- DNA המקורי.

הארכת תחל: בשיטה זו מוצמד תחל ל- mRNA כ- 50-200 בסיסים מהקצה ה- 5' (חשוב להדגיש שמיקום זה ידוע על מקטע ה- DNA המקורי), ואז מוארך תחל זה ע"י שימוש ב- reverse transcriptase. מאורך המקטע שנוצר ניתן להעריך את מיקום אתר תחילת השעתוק.

7.6 הפקה של חלבונים מתעתיקי cDNA
חלבונים רבים בעלי תפקוד חשוב מיוצרים בגופנו בריכוזים נמוכים. לעיתים, לרוב בעקבות מחלות, יש צורך לספק חלבונים אלו (למשל, G-CSF). מכיוון שהפקתם מהגוף מסובכת יקרה ולא יעילה, משתמשים בתעתיק cDNA שהופק קודם לכן ומקודד לחלבון זה, לצורך ייצור מאסיבי של החלבון המתאים בתא חיידק למשל.

הפקת חלבונים באורך מלא באמצעות מערכת הביטוי של E.coli
לצורך שעתוק החלבונים מוחדרים לתא ווקטורי ביטוי אשר מנצלים את מערכת השעתוק של חיידק ה- E.coli.

ווקטורי ביטוי פלסמידיים המכילים פרומוטור חזק ומבוקר:

אלו למעשה פלסמידים המכילים ORI, גן המקנה הגנה מאנטיביוטיקה ופרומוטור אשר תחת בקרה מסויימת (לרוב של חומר סינטי שריכוזו לא יושפע מגידול התאים) גורם לשעתוק ניכר של מקטע ה- DNA הצמוד אליו. מיד אחרי הפרומוטור ממוקם ברצף הפלסמיד מקטע ה- cDNA בו אנו מעוניינים, וע"י שימוש בבקרה על הפרומוטור ניתן לייצר כמויות רבות של החלבון המתאים.

ווקטורי ביטוי פלסמידיים המכילים את הפרומוטור המאוחר של T7:

הוירוס T7 מכיל מקטעי פרומוטור הנקרא "הפרומוטור המאוחר" אשר מזוהים ע"י RNA-polymerase של T7 ומשועתקים ביעילות רבה ביותר בנוכחותו. בהתאם לכך מחודר פלסמיד עם הגן המקודד ל- RNA-polymerase של T7 אל חיידק ה- E.coli תחת בקרה של פרומטור חזק, ובמקביל מוחדר פלסמיד עם מקטע ה- cDNA בו אנו מעוניינים תחת בקרה של "הפרומוטור המאוחר". באופן זה מתקבלת בקרה בשני שלבים על ייצור החלבון מה- cDNA וכמות החלבון המיוצר גדולה בהרבה מזו שנוצרת בשיטה הקודמת (כ- 10%-70% מכלל החלבונים המיוצרים ע"י התא הם החלבון המתאים).

הפקת חלבונים עם השינויים שנעשים לאחר התרגום באמצעות מערכת הביטוי של אאוקריוטים
רוב החלבונים יכולים להיות מיוצרים בשיטה שתוארה לעיל, אך מספר חלבונים של אאוקריוטים עוברים שינויים רבים לאחר תרגומם (כגון גליקופרוטאינים) ואין אפשרות לייצרם בחיידקים במצב פעיל. לשם כך פותחו ווקטורי ביטוי המתאימים להחדרה לאאוקריוטים, אשר פועלים באופן דומה לזה שתואר לעיל.

הפקת חלבונים מסומנים באמצעות תעתיקי cDNA
באופן דומה למתואר לעיל ניתן להפיק את החלבונים in vitro. אמנם מקבלים לרוב פחות חלבונים מאשר in vivo אך הדבר מאפשר לסמן את החלבונים רדיואקטיבית. הפקת ה- mRNA in vitro מתבצעת ע"י מיצוי של ווקטורי הביטוי המתאימים, RNA polymerase ומרכיבים אחרים החשובים לשעתוק, והפקת החלבונים מה- mRNA מתבצעת לרוב ע"י מיצוי מתאים של אורגניזם מסוים המכיל לרוב את כל המרכיבים והפקטורים הדרושים לצורך סנתוז החלבון והוספת ח. אמינית מסומנת רדיואקטבית (יש לשים לב שקודם לכן צריך לעכל את ה- mRNA במיצוי שמקורו בתא האורגניזם).

חלבונים מסומנים רדיואקטיבית משמשים במחקרים רבים, למשל כאלו הבוחנים אינטראקציות בין חלבונים שונים.

