ביולוגיה מולקולרית – חלק א' (דני וורשנר)
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1. ניסוי של גריפית – הזרקת שני זנים של חיידקים לחולדה S לטלי ו-R  לא . S מחומם לא לטלי אבל בשילוב עם R הוא קטלני – משמע יש מעבר אינפורמציה בין החיידקים .

2.  בשלב הבא הוכח שהחומר שעובר הוא DNA .

3.  ניסוי בעזרת פאג'ים עם גופרית מסומנת ופוספט מסומן הראה שהחומר המועתק הוא DNA כי בחיידקים החדשים לא נמצאה גופרית מסומנת (שמופיעה רק בחלבון ולא ב DNA )

מבנה DNA
פורינים – G A טבעת משושה + טבעת מחומשת.

פירימדינים C T   טבעת משושה. 

הבדל בין DNA ל RNA בDNA חסר חמצן בפחמן מס' 2 ( H במקום OH ).

הגילוי של וטסון וקריק לגבי מבנה DNA בעיקר דרך :

I. פרקציית קרני X
II. יחס בסיסים G/C וA/T = 1 .

A = T שני קשרי מימן

≡   C  G שלושה קשרי מימן

הוכחה לקיום שכפול DNA ע"י מסלסון וסטאל

בעזרתאולטרה-צנטריפוגה אנליטית ואיזוטופים של חנקן. (לפי הבדלים במשקל הסלילים)
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אתידיום ברומיד עובר אינטרקלציה ל DNA ואז ניתן ב- UV לראות את ה DNA וע"פ עוצמת בליעה ניתן לקבוע כמות .גדיל בודד בולע יותר מסליל כפול ולתופעה זו קוראים HYPERCHROMISITY .

יש עליה בבליעה עם עליה בטמפ' וע"י העלאה הדרגתית ניתן למצוא את ה – MELTING T של הDNA .

דנטורציה של DNA :

1. ע"י העלאת טמפ'

2.  ע"י בסיס

3.  ע"י חומרי דנטורציה –אוריאה ופיראמיד.

4.  ע"י הורדת ריכוז מלח –גורם לקריסת קשרי מימן.

תכולת בסיסים משפיעה על עקומת ההמסה של ה DNA – ככל שיש יותר G-C עקומת ההמסה נוטה ימינה וה- MELTING T גדלה (בשל 3 קשרי מימן)

NUCLEIC ACID HYBRIDIZATION
NORTHERN – RNA
SOUTHERN – DNA
WESTERN – חלבון

1. בידוד DNA
2. הרצה בג'ל עם אתידיום ברומיד – קבלת SMEAR
3. חיתוך באנזים רסטריקציה – SMEAR מקטעים של 4000 בסיסים בערך

4. הכנת PROBE לגן הנחקר (מסומן רדיואקטיבית).

5. הכנת תספיג DNA של ההרצה .

6.  הפרדת גדילי הDNA בעזרת ALKALINE DENATURATION .

7. החזרה לתנאים נורמלים חיבור של הגלאי לסליל הDNA  

8. ביצוע WASHING לסילוק שאריות הגלאי. 

* ככל שיש יותר G – C ניתן לעבוד בתנאים יותר מחמירים - STRINGENT
  שנקבעים ע"פ ריכוז מלח – ככל שהריכוז נמוך יותר תנאי השטיפה מחמירים.

* בתנאים שאינם מחמירים הPROBE יקשר לעוד גנים וכך ניתן ללמוד על הומולוגיות.

RFLP * ( RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM )

ע"י בצוע SOUTHERN BLOT ניתן לדעת עם גן מסוים מופיע כהומוזיגוט או הטרוזיגוט כיוון שבהומוזיגוט יהיו מקטעים באורכים זהים ואילו בהטרוזיגוט יתקבלו מקטעים באורכים שונים.

שיטה זו מתבססת על מוטציות שיוצרות שינוי באתר הכרה של אנזימי רסטריקציה כך שיווצרו מקטעים חדשים.

* ניתן לזהות רצפים חוזרניים – VNTR  ( VARIABLE NUMBER OF TANDEM REPESTS ) מס' הופעות של רצף חוזרני משתנה מאלל לאלל ומיחד כל אדם.
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BLOCKING – כאשר לא רוצים שיקשר יותרDNA    לניטרוצלולוז משתמשים בDNA של זרע סלמון לבצע חסימה.

ע"י שמוש ב TR (TANDEM REPEATS ) ניתן לגלות הורים של ילד כי לכל הורה יש מקטעים באורכים שונים – אללים שונים וכל אחד מעביר לצאצא אלל אחד.

דברים נוספים שניתן לראות בעזרת SOUTHERN BLOT :

1. מוטציות נקודתיות – ע"י שמוש בגלאי שהוש אוליגונוקלאוטיד של 20 בסיסים בערך ובשל הווצרות MISSMATCH במקומות בהם מוטציות נקודתיות.

     דרך נוספת לגילוי מוטציות היא ע"י שמוש בRNA קומפלימנטרי בתור PROBE אם תהיה קומפלמנטציה הRNA יצמד לDNA .מבצעים חיתוך ע"י RNASE ןאז במקרה שלא היתה הצמדות הRNA יחתך ויתקבלו שני בנדים – היתה מוטציה.

2.  ZOO BLOT – מציאת הומולוגיה בגנים בעלי תפקידים דומים באורגניזמים אחרים – לדוגמא לקיחת גן מאדם ומציאת גן הומולוגי אצל עכבר (מחייב עבודה בתנאים לא מחימירים)

3.  DELETION
4.  LOSS OF HETROZIGOSITY – במצב של הטרוזיגוטיות מוטציה שפוגעת באלל מסוים יוצרת מצב של מעין הומוזיגוט כאשר רק אלל אחד בא לידי ביטוי וזה עלול להיות קטלני 

     באבוד של אלל במצב הומוזיגוט יהיה עדיין 50% מהתוצר החלבוני      

     ובחלק מהמקרים זה מספיק .

5.MAPPING  RESTRICTION  - שמוש באנזימי רסטריקציה שונים ע"מ לקבוע רצפים של גנים.

PARTIAL RESTRICTION ENZYME DIGESTION – שיטה למיפוי. קצה ה-'5 של ה DNA מסומן – END LABLING ואז ע"י מתן זמן מינימלי לאנזימי הרסטריקציה לעבוד יתקבלו מקטעים מסומנים באורכים שונים –בסוף כל מקטע ניתן להסיק שהיה אתר הכרה.

METILATION
שייר ציטוזין בפחמן מס' 5 יכול לעבור מתילציה ולזה יש השפעה על התבטאות גנים 

באזורים שיש בהם הרבה ציטוזין (GC ISLANDS ) ניתן לראות שמיתול בד"כ סוגר את הגן

ע"י שמוש ב-ISOSCHIZOMER – אנזים רסטריקציה שיכול לעבוד רק בתנאים מסוימים – כמו לדוגמא עם או בלי מתיל ניתן להעריך מצב מיתול של הגן.

דרך נוספת שהוכח בעזרתה שמתילציה היא סופרסורית ע"י שמוש בחומר 5 – איזו – ציטוזין שמכיל חנקן בעמדה 5 ולכן לא יכול לעבור מתילציה . כאשר הוכנס חומר זה לחולים שחלו בגלל חוסר יכולת לבטא גנים מסוימים התחיל בטוי והפגם תוקן.
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1. עשו אנליזה של גנומים שונים של הרבה פרטים וכל אחד עובר PROBING ניתן לראות אורכים שונים שנובעים ממס' שונה של TR
2.  עשו את אותו דבר אבל בשמוש באנזים רסטריקציה שונה וקיבלו רזולוציה טובה יותר של דוג' הפסים משמעו שככל הנראה החיתוך יותר קרוב לאתר ה TR
3.  בשלב זה משתמשים ב PROBE  במקטע DNA שאינו כולל את המקטע החוזרני – בכל הדוגמאות היה אותו גודל פס כי כרגע הגלאי מגלה DNA שאינו כולל יח' חוזרניות ולכן אין פולימורפיזם.

4.  בדיקת אבהות- בצוע אנליזה עם PROBING לאב ולאם על אזור חוזרני ואח"כ השוואה לילדים.

PSEUODOGENES – גן שדומה במבנהו לMRNA –כלומר נמצא גם ב DNA במצב ללא אינטרונים כנראה שזה תוצאה של REVERSE TRANSCRIPTION.

GENE AMPLIFICATION – בתאים סרטניים יש אמפליפיקציה של אונקוגנים ע"י בצוע SOUTHERN BLOT ניתן להבדיל בין DNA נורמלי לסרטני.

לדוגמא הגברה של הגן   erbB2 בתאים של סרטן שד .

מתילציה – המשך
המתילציה מבוצעת ע"י גן מתילז .ההוכחה לכך שהיא הכרחית היתה ע"י תאים אמבריוניים שהוכנס להם DNA שעבר KNOCK OUT לגן למתילז בתהליך של החדרה TRANSFACTION.

1. לוקחים DNA במצב לאממותל ומכניסים אותו לתא , נותנים לו יומיים להתאקלם ממצים את הכרומטין וחותכים באנזימי רסטריקציה מפרידים את ה DNA מההיסטונים ומבצעים S BLOT מריצים ומתקבל פס בהתאם לגן הרצוי.

2. עושים את אותו התהליך אבל לפני ההרצה מפעילים על הכרומטין DNASE –אם ה DNA במצב פתוח הוא יחתך ואם הוא מקופל אז לא יהיה חיתוך . עושים זאת ברכוזים משתנים של DNASE ומגלים שככל שעולים  ברכוז הDNASE הפס הולך ועלם.

3.כשעושים שוב את אותו הדבר אבל ב DNA ממותל הכרומטין הרבה יותר יציב ולא מעוכל ע"י ה DNASE 

מסקנה מניסוי זה שמבנה הכרומטין משתנה כתלות  במצב המיתול של ה DNA כלומר מיתול משפיע על יצבותו ומכאן גם על יכולת התבטאותו.

GENOMIC IMPRINTING
רב הגנים מבטאים את שני האללים אבל ביונקים קיים מצב יוצא דופן בערך ב20- גנים שבו רק אלל אחד מתבטא 

יצרו זיגוטות מ2- גרעינים מטרנליים/פטרנליים וגילו  שאם שניהם מטרנליים מתקבל עובר בלי שליה ואם שניהם פרטנליים מתקבלת שליה בלי עובר – דהיינו יש חשיבות אם מקור הגן מהאב או מהאםליכולתו להתבטא.

מצאו חסרים שהם לטלים רק כשהם נורשים מהאם – יש משהו חשוב באזור החסר רק כשהוא מגיע מהאם. אם נניח שנוכחות MRNA היא אינדיקציה הכרחית להתבטאות גן נצפה שביצור שירש את החוסר מהאמא לא יהיה MRNA ואילו ביצור שירש את החסר מהאבא כן יהי MRNA . 
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ביצור GERM CELLS יש הסרה של ה-IMPRINT  ו RESET . אם צריך שמים אותו שוב ואם לא אז לא לדוגמא אם מדובר ב IMPRINT מטרנלי אז בייצור גמטות הזכר יסיר את ה IMPRINT ולא יחזיר אותו ואילו הנקבה תסיר את ה IMPRINT וביצור הגמטות תחזיר אותו.

ב TUMOR SUPRESOR GENES אם יש מצב שאלל אחד לא תקין אז IMPRINTING של האלל השני יכולה להוביל להתפתחות של סרטן.

או מצב הפוך של GROWTH FACTOR GENE  שאלל אחד נמצא ב IMPRINT אם הIMPRINT הולך לאבוד זה גורר גדילה מוגזמת והתפתחות סרטנית.

Angelman syndrome , prader willi syndrome

2 הסנדרומים נובעים מחסר בכרומוזום מס' 15 

פרדר ווילי – חסר מורש מהאב (DNA של האם 2 בנדים DNA של האב 1)

אנגלמן – חסר באלל שמורש מהאם.

שני הגנים נמצאים בסמוך ועוברים IMPRINTIG : 

חסר ב PWS אצל האב –פרדר וילי

חסר ב AS אצל האם – אנגלמן

אריזת DNA  ומודיפיקציות
DNA ארוז על ליבה היסטונית (,2H2D,2H2A,2H2B,2H2C ) ההיסטונים יכולים לעבור מודיפיקציות שונות כגון מתילציה, אצטילציה ,הוספת סוכרים וכו'.

מגנזיום מאפשר מבנה דחוס יותר.

אצטילציה שהיסטון עובר על אתר ליזין ע"י אצטילאז משנה את המטען שלו לחיובי פחות ולכן האפיניות שלו ל DNA יורדת. ניתן לקבוע מצב אצטילציה של ההיסטון ע"י הרצה בג'ל אקרילאמיד.

ההיסטונים יכולים לעבור אצטילציה לאחר התרגום וזה מווסת את התבטאות הגן.ככל שיהיו פחות אצטילים הגן יהיה יותר סגור והביטוי יפחת.

הוכחה לנושא ע"י השוואה בין כרומטין מתא שמבטא גן לגלובין ותא שלא מבטא בעזרת שמוש ב DNASE (כפי שתואר קודם) וגילו שאכן הDNA של התא שמבטא את הגן לגלובין נמצא במצב יותר פתוח – עובר עיכול בריכוזי DNASE נמוכים.

הגילוי של הגן לאנזימי האצטילציה והדאצטילציה בוצע מרמת החלבון ואחורה ע"י ריצוף ח.א > הסקה על קוד גנטי > יצור גלאי >איתור הגן בספריית CDNA .
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GENOMIC IMPRINTING  - המשך

כאשר רוצים לבודד MRNA מ RNA שנחתך ע"י אנזימי רסטריקציה ומכיל בעיקר TRNA ו RRNA  משתמשים בקולונה המכילה POLY T    שנקשר לזנב POLY A   שיחודי לMRNA  . שטיפה במים תנתק קשרי מימן ונישאר עם MRNA .

הרצה של ה MRNA שבודד תיתן SMEAR כי יש הרבה אורכים ועל מנת לבודד גן ספציפי מבצעים N BLOT .

המטרה לזהות את הגן שמתבטא בעובר כאשר הוא יורש את החסר בכרומוזום 17 מהאבא (גן מטרנלי מתבטא) ואינו מתבטא כשהחסר נורש מהאם.

ע"י חיתוך וPROBING של כל המקטע ניתן לקבוע מה כל הגנים שהוא מכיל  . לאחר מכן השוואה עם DNA של אב/אם עם חסר מגלה את הגן הפגום.

גילו שהגן הבעיתי הוא לרצפטור של  2 IGF  (אינסולין) כאשר הוא מורש רק מהאב ובאם יש חוסר יש בעיה (כי האב IMPRINTED ) . במצב כזה אין זהוי של אינסולין והתא לא יכול לגדול

בכל שאר הגנום אין הבדל בין האב לאם.

לעומת זאת הגן ל 2 IGF הוא פעיל באלל שבא מהאב ואילו זה שבא מהאם הוא מושתק. במקרה זה כן יתקבלו צאצאים בניגוד לציפיות אבל הם קטנים ב – 40% (התגלה בטכניקת KNOCK OUT ). הסיבה שבכל זאת יש צאצאים היא שקיים כאן מצב של REDUNDANCY דהיינו קיימים חלבונים אחרים שיכולים לפצות על המחסור באינסולין.

נהוג לחשוב שמה שמשפיע על מצב הגן מושתק או לא הוא כאמור מתילציה. בזמן יצור תאי המין יש הורדה של המתיל ואז יש "החלטה" אם להחזיר את המתיל או לא בהתאם למין ההורה ולגן הספציפי. 
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 גילוי החלבון HAT  (HYSTONE ACETYL TRANSFERASE ) ע"י שמוש ב CLONES מספריית CDNA גילו שהוא הומולוגי לחלבון GCMS שהוא חלבון בשמרים שמשתתף בהפעלת שעתוק – TRANSCRIPTIONAL ACTIVATION . זוהי שוב אינדיקציה שאצטילציה קשורה להפעלת שיעתוק.

 2 SAS – אצטיל טרנספרז קשור לגידול לא מבוקר של  תאים סרטניים (גילו זאת ע"פ MOTIF משותף לאצטיל טרנספרזים)

 טרנסלוקציה של הגן MOZ (שגם הוא HAT ) בתאים סרטניים לאזור בכרומוזום בו יש גנים האחראים לשיעתוק – שוב גורם להגברת שיעתוק.

 חלבונים קושרי DNA   נקשרים לאזור UP STREAM לפרומוטור שנקרא RESPONSE ELEMENT וגורמים לאקטיבציה של שיעתוק.

 בשל אריזת ה DNA גם קישור באזורים רחוקים (מבחינת הרצף הלינארי) יכול להשפיע.

 פתיחת ה DNA באזור מסוים יוצרת SUPERCOIL ואנזים TOPOISOMERASE אחראי לתיקון.

1. ריצוף DNA הוא חשוב כי בעזרתו דרך CDNA וMRNA – ניתן לעשות SEQUANCING של חלבון . ע,מ לרצף DNA צריך :

2. בידוד מולקולות DNA נקיות.

3. יכולתהפרדת מולקולות DNA ע"פ גודל ברזולוציה של נוקלאוטיד בודד – שימוש באקרילאמיד.

4.  סמון קצה '5 של ה DNA ע"י פוספט מסומן בעזרת אנזים 

5.        POLY NUCLOTIDE KINASE   '5 (העברת PP מ – ATP )

6. אנזימי רסטריקציה החותכים לאחר כל אחד מהנוקלורוטידים    

      ,T,G,C,A
2 שיטות ריצוף :

1. לאחר בידוד ה DNA מסמנים את הקצה ה – '5 שלו ואז מבצעים עיכול חלקי ע"י אנזימי רסטריקציה . בכל פעם משתמשים באנזים שחותך אחרי נוקלאוטיד אחר . הרצת התוצרים בג'ל נותנת מקטעים באורכים שונים כשכל מקטע הוא מקטע שמסתיים בנוקלאוטיד הספציפי .

ע"י השוואה של הרצות של ארבעת הנוקלאוטידים ניתן לקבוע רצף.

ע"מ למצוא אתר קישור של DNA לחלבון מוסיפים את החלבון הנחקר לתמיסה לפני החיתוך באנזים הרסטריקציה ואז הוא נקשר ולא נותן לאנזים לחתוך באזור הקישור . בהרצה לא יתקבלו מקטעים באזורים אלו ומהשוואה להרצה של הדנ"א הנקי ניתן לקבוע את אתר הקישור.

 2. שיטת זנגר 

ע"י שמוש בגדיל ה DNA הנבדק כתבנית מכניסים PRIMER ו פולימראז שמתחיל לפלמר על בסיס הסליל הקיים  

מכניסים למבחנה נוקלאוטידים שאינם 2 דה אוקסי אלא 2,3 דה אוקסי נוקלאוטידים אלו יכולים להתווסף לשרשרת נבנה אבל אי אפשר להמשירך לחבר אליהם נוקלאוטידים כי חוסר בחמצן בעמדה 3 לא מאפשר יצירת קשר פוספו די אסטרי.

מבצעים פילמור כל פעם עם 4 נוקלאוטידים + מעט DDATP (או DDCTP , DDGTP,DDTTP ) .

 נוצרים NESTED FREGMENTS באורכים שונים מריצים אותם באקריל אמיד וניתן לרצף. (יש לעשות גנטורציה ע"מ להפריד את הסלילים לפני ההרצה.

 ע"מ למצוא פרימר מתאים משתמשים בפלסמיד בעל רצף ידוע לתוכו משבטים את ה DNA הנבדק . מתחילים את הפילמור מהפלסמיד שיודעים להכין לו פריימר בסמוך לאתר ה INSERT . וכך עוקפים את בעיית מציאת הפריימר ל DNA הלא ידוע.
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3 דרכים לניתוח DNA :

1. בצוע SOUTHERN BLOT.

2. אמפליפיקציה ע"י PCR - שיטה שדורשת מיגע ראשוני על ה DNA ליצירת פריימרים מתאימים.

3. אמפליפיקציה ע"י CELL BASED DNA CLONING - שמוש במהגנוני השכפול של התא.ע"י שבוט פרגמנט רצוי לתוך REPLICONE והכנסתו לתא פונדקאי.(יש למצוא תא שלא ידחה את ה DNA ולא יפגע מנוכחותו.

 אנזימי רסטריקציה :

 אנזימי רסטריקציה הם אנדונוקלאזות בעלי אתר הכרה ספציפי (בד"כ רצף פולינדרומי - נקרא באותו אופן משני צדדיו).

 מקורם בחיידקים המשתמשים בהם להפטרות מ DNA זר

 בחיידקים E.R בד"כ הומודימר - כל תת יחידה חותכת בצד אחד של הרצף הפולינדרומי .

 החיידק מתגונן מחיתוך עצמי של  DNA ע"י מיתול אתרי ההכרה.

 אתרי ההכרה שונים מאנזים לאנזים ובד"כ יהיו באורך 4 או 6 או 8 בסיסים . ככל שהאתר ארוך יותר הסיכוי להופעתו קטן יותר ובחיתוך יתקבלו מקטעים בעל ממוצע ארוך יותר.

בחיתוך יכולים להתקבל תוצרים משני סוגים :
1. STAGGERED ENDS /STICKY - נוצר "זנב" בעל :

     PROTRUDING END - קצה בולט.

      RECESSED END - קצה נסוג.

חיבור מחדש יעשה לרצף קומפלמנטרי מתאים. 

2. BLUNT ENDS/FLUSH - כאשר לא נוצר זנב והחיתוך של שני הסלילים הוא באותה נקודה.

CELL BASED DNA CLONING
ע"מ לשכפל ID DNA / TARGET DNA חותכים אותו בעזרת E.R לאחר מכן חותכים וקטור DNA (פלסמיד) בעזרת אותו אנזים - הוא הופך ללינארי. בעזרת אנזים DNA LIGASE מוכנס המקטע לתוך הפלסמיד.

כל וקטור כעת מכיל INSERT  של פרגמנט אחר. לוקחים אוכלוסיית חיידקים קומפטנטיים ומעבירים אותם טרנספורמציה של הפלסמיד.

זורעים זריעת בידוד על מצע סלקטיבי  בהתאם לגן שאנו רוצים לבודד .

כדי שהשבוט יהיה אפקטיבי הוא חייב להכיל ORI.

נק' בעיתיות ודרכי התמודדות :
1. כאשר חותכים DNA  בעזרת E.R אחד הפרגמנט המוכנס יכול להיכנס       באורינטציה הפוכה כיוון שקיימת סימטריה באתרי ההכרה ע"מ להתגבר על הבעיה ניתן גם להשתמש בשני E.R שונים וליצור 2 קצוות שונים ל DNA הנחתך  . דוג' חיתוך ב - 1BAMH  ו - 1ECOR  בכל קצה  יהיה רצף אחר והפרגמנט יאולץ להיכנס באורינטציה נכונה - FORCED CLONING .

2. חשוב להקפיד על יחס נכון של וקטור DNA ו- ID DNA אחרת הפרגמנט שלנו עלול לעבור ליגציה עצמית .

3. שיטה נוספת למניעת ליגציה עצמית של הפלסמיד היא שימוש בפוספטאז :

א. חיתוך ב E.R
ב. הוספת פוספטאז - הופך את הקצה '5 מ - P-'5  ל - OH- '5 ומונע בכך הווצרות קשר פוספודיאסטרי 

ג. הוספת ID DNA בעל P-'5

ד. התחברות של הפרגמנט ל - OH-'3 של הפלסמיד.

ה. לאחר מכן תיקון OH-'5 יבוצע ע"י החיידק ןהפלסמיד יסגר.

שיכפול בעזרת פאג'ים :

 ניתן להשתמש גם בפאג'ים בתור REPLICONES - מערבבים DNA פאג'י עם ID DNA יוצרים פאג'ים רקומביננטיים (קורה ללא התערבות IN VITRO) , מדביקים תרבית חיידקים ונותנים לפאג'ים להתרבות.

בשיטה זו ניתן להכניס מקטעים ארוכים יותר מבפלסמידים.
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YAC – YEAST ARTIFICIAL CHROMOSOME – הכנסה של  פלסמיד לתוך שמרים באותה שיטה שפורטה בחיידקים .

הפלסמיד חייב להכיל AUTONOMOUS REPLICATING SEQUENCE . (ARS ) – רצף המאפשר לו לעבור שכפול עצמי . ARS מורכב מרצף חזרני של  11 בסיסים שהוא  RICH   T-A  וביניהם פרגמנטים קצרים . 

כמו כן צריכים שהפלסמיד יכיל רצף צנטרומרי . המאפשר חלוקה לשני תאי בת . בנוסף צריך רצף טלומרי שישמור על קצוות הפלסמיד.

TEL-ARS-CEN-LEU-TEL. חתוך הפלסמיד מתבצע בין ה CEN ל – ARS ולשם ניתן להכניס פרגמנט DNA גדול מאוד שיכול ליצור כרומוזום מלאכותי .

ההבדל בין ספריית DNA    גנומי ו CDNA הוא ש- CDNA  מופק מ- MRNA ולכן מכילה רק DNA רלוונטי (בלי JUNK ) . כל תא מבטא גנים אחרים ולכן כל אחד ייצר ספריית CDNA שונה.

כמו כן גם כשגן מבוטא רמת הביטוי שלו משתנה בין תאים ויש הבחנה בין ABUNDANT DNA ו- RARE DNA  .

ע"י יצירת ספריית CDNA לפני/אחרי גירוי ניתן לבדוק רפרטואר של גנים שונים .

1.                                      שבוט – MRNA . 
בשבוט MRNA נוצרת עוד בעיה – מעבר מחד גדיל לדו גדיל DNA .

2. בידוד RNA מתא מטרה .

3.  בידוד MRNA בעזרת קולונת T POLY . 

4. יצירת DNA ע"י שמוש ב REVERSE TRANSCRIPTASE  - אנזים שממוצה מרטרווירוסים.הטרנסקריפטאז דורש : 

            תבנית – MRNA
  פריימר POLY T .

5. מגנזיום , מלח.

6.  לאנזים פעילות נוספת של RNASE , הוא יכול לפרק RNA כשהוא קשור ל DNA ולכן לאחר סנטזת ה DNA מפורק ה – RNA  ששימש כתבמית.

7. כעת יש DNA עם זנב POLY T בקצה '5 . בעזרת אנזים TERMINAL DEOXYNUCLEOTIDIL TRANSFERASE   בונים זנב POLY G בקצה '3.

8.  ע"י הוספת פריימר של אוליגו C ופולימראז ניתן להשלים לסליל כפול . משתמשים בד"כ ב E COLI DNA POLYMERASE I    שהוא גם בעל פעילות '3 > '5 אקסונוקלאז – ז"א יכול ללכת אחורה – זה נותן לו יכולת הגהה . 

     לפולימראז גם פעילות של '5 > '3 אקסונוקלאז וזה תכונה שמפריעה בשבוט . קלנוב העביר את האנזים פרוטאוליזה ויצר 2 חלקים שאחד מבצע את 2 הפעילויות הרצויות ואילו השני את פעילות ה - '5 > '3 אקסונוקלאז . משתמשים בחלק הראשון שנקרא גם פרגמנט קלנוב.

9. ע"מ לשבט את ה DNA לתוך פלסמיד צריך לצור לו קצוות דביקים . ניתן לעשות זאת ע"י הזנת DNA LINKER שמכיל אתר רסטריקציה וחיבורו בעזרת ליגאז. כיוון שליגציה של BLUNT END פחות יעילה כל הפלסמידים שנקבל יהיו רקומביננטיים.

10.  בצוע טרנספורמציה של הפלסמיד לחיידקים וזריעתם על מצע סלקטיבי .
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       POLYMORPHISM CHAIN REACTION                                      

 אורך פריימר בין 20 ל 30 נוקלאוטידים

  רכיבים : נוקלאוטידים , פולימראז , פריימרים , בופר , Mg .

  שמוש ב TAQ POLIMERASE חוסך הוספת פולימראז כל מחזור.

  לשבוט משתמשים בפריימר שמתאים לאתר רסטריקציה כלשהוא.

שמושים :

1. בדיקת חוסרים – יצירת פריימרים קומפלמנטריים שמכילים חסרים . 

2. בדיקת מוטציה -  יצירת פריימר עם מוטציה נקודתית שתעבור אמפליפיקציה ושיבוטה .

3.  RT PCR – -REVERSE TRANSCRIPTASE        , ע"מ לבדוק פעלות גן מסוים מפעילים עליו T.R ויוצרים קומפלקס CDNA – MRNA   ( כשה – DNA   הוא DOWNSTREAM ANTISENSE  ) . לאחר מכן מבצעים MELTING , מוסיפים UPSTREAM OLIGONUCLEOTIDE  שמשמש כפריימר ומסנתזים סליל DNA כפול . מכאן ממשיכים כמו ב R.C.P רגיל . מריצים את תוצרי הריאקציה וע"פ מידת עובי ועוצמת הפס ניתן להסיק על כמות ה RNA לכל גן שהייתה  מלכתחילה.

 ניתן לבדוק היוצרות של איזופורמים  של MRNA אחרי תהליך SPLICING נוצר MRNA ולעיתים נוצרים איזופורמים שונים ע,י בצוע ראקציית RT PCR והשוואה בין מס' ראקציות בהרצה בג'ל ניתן לראות אם נוצרו איזופורמים.

כאשר משנים הומואסטזיז של תא מסיום משתנה גם רפרטואר הגנים על מנת להבחין בין תא שעבר טיפול לתא שלא עבר טיפול  נחפש היווצרות של MRNA חדש על ידי ביצוע SUBTRACTIV HIBRIDAZATION – הפקת CDNA  מתא שעבר טיפול והכלאתו עם MRNA שהופק מהתא ללא טיפול . כל הMRNA המשותף לתא מטופל לתא לא מטופל יעבור היברידיזציה הCDNA שלא יעבור היברידיזציה הוא הייחודי לתא שעבר טיפול ואותו נבודד.

      DIFFRENTIAN DISPLAY RT-PCR
