SEKCJA Q - BIBLIOTEKI GENOWE | ICH PRZESZUKIWANIE

Q3 Procedury przeszukiwania

Hasta

Przeszukiwanie

Kolonijna
i tysinkowa

hybrydyzacja

Przeszukiwanie
oparte na ekspresji

Przeszukiwanie
oparte na funkcji
biatka

Tematy pokrewne

Przeszukiwanie biblioteki genowej w celu wyizolowania
jednego okreslonego klonu polega zwykle na uzyciu
kwasu nukleinowego jako sondy do hybrydyzacji. Sonda
wiaze sie z komplementarng sekwencja, co pozwala

na zidentyfikowanie potrzebnego klonu.

Kopie kolonii lub tysinek znajdujacych sie na szalkach
Petriego, przeniesionych metoda , odcisku” na odpowiedni
filtr, inkubuje sie w roztworze zawierajagcym znakowang
sonde. Po hybrydyzacji i przemyciu okresla sie lokalizacje
zwigzanego znacznika (sondy). Grupe kolonii/tysinek,

z ktorymi zwiazat sie znacznik, rozciencza sie i ponownie
wysiewa na ptytki, a po kolejnych etapach przeszukiwania
ta samg sondg otrzymuje sie pojedyncze klony.

Wiekszo$¢ klondw biblioteki ekspresyjnej cDNA
produkuje biatko kodowane przez cDNA lub jego

cze$¢. W niektérych wektorach produktem translacji
kodowanego przez cDNA polipeptydu moze by¢ biatko
fuzyjne potaczone z 3-galaktozydaza kodowang przez
wektor. W celu wyszukania okreslonego klonu biblioteki
ekspresyjnej mozna taka biblioteke przeszukiwac

za pomoca przeciwciat wigzacych kodowane biatko,
stosujac procedure podobng do hybrydyzacji tysinkowe;j.

Partie klondw biblioteki ekspresyjnej sg analizowane

pod wzgledem funkcji poszukiwanego genu,

np. aktywnosci enzymatycznej czy zdolnosci przywrdcenia
fenotypu poprzez funkcjonalng komplementacje.
Pozytywnie ocenione partie sg nastepnie dzielone

i ponownie sprawdzane az do otrzymania

pojedynczego klonu.

Charakterystyka klonéw
(R1)

Budowa wektoréw

do klonowania (P1)
Bakteriofagi, kosmidy,
wektory YAC i BAC (Q1)

Przeszukiwanie

Przeszukiwaniem (ang. screening) nazywamy proces identyfikacji okre$lonego
klonu z interesujagcym nas genem wsrdd bardzo duzej liczby innych klonéw zawartych
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w bibliotece genowej. Do identyfikacji klonéw mozna wykorzysta¢ fragment cDNA
lub podobna sekwencje jako sonde molekularna, ale wymagana jest pewna znajo-
mos$¢ genu lub jego produktu. Sonda molekularna musi by¢ wyznakowana, aby mozna
ja byto wykry¢. Jesli produkt biatkowy jest dostepny w ilo$ci wystarczajgcej do okre-
$lenia czesci jego sekwencji aminokwasowej (patrz temat A5), to mozna przygo-
towa¢ mieszanine wszystkich mozliwych sekwencji DNA, ktére mogltyby kodowac te
sekwencje aminokwasowg (patrz temat K1). Odpowiednio zaprojektowane oligonu-
kleotydy stanowia zwykle sonde molekularng do przeszukiwania biblioteki poprzez
hybrydyzacje. Jednym z najczesciej stosowanych sposob6éw przygotowania sond DNA
do przeszukiwania bibliotek jest PCR (patrz temat R3). Tak sporzadzone sondy
nazywamy sondami PCR. Krétkie sondy oligonukleotydowe mozna tatwo uzyskaé
metoda zautomatyzowanej, chemicznej syntezy (patrz temat Q2) i zastosowac bezpo-
$rednio w hybrydyzacji lub uzy¢ je do PCR w celu przygotowania dtuzszych sond do
hybrydyzacji. Jezeli mozna zaprojektowa¢ pare starteréw dla danej sekwencji, to do
przeszukiwania biblioteki mozna bezposrednio zastosowac reakcje PCR, poniewaz
pozytywny wynik uzyska sie tylko wtedy, gdy w danej puli klondw znajdzie sie taki,
ktory te sekwencje zawiera. Pozytywne pule klonéw sa dzielone tak dtugo, az ziden-
tyfikuje sie pojedynczy klon. Gdyby wytworzono przeciwciata przeciwko biatku
(patrz temat A5), mozna by je wykorzysta¢ do wykrycia obecnosci klonu, w ktérym
dochodzito do jego ekspresji; zwykle jako cze$¢ biatka fuzyjnego. Biblioteki cDNA,
ktére umozliwiaja ekspresje funkcjonalnego biatka, moga by¢ przeszukiwane pod
wzgledem aktywno$ci biologicznej biatka, ktérego genu szukamy.

Kolonijna i tysinkowa hybrydyzacja

Koloniami nazywamy zgrupowania komérek widoczne na zestalonej agarem pozywce,
z ktorych kazda powstata w wyniku namnazania jednej komdrki bakteryjnej. Lysin-
kami nazywamy punkty z widoczng liza, bedaca wynikiem infekcji fagiem (np.
wektorem A) (patrz temat P2). Mimo Ze biblioteki genowe w fagu tworzg tysinki, a nie
kolonie, obydwie metody przeszukiwania sg zasadniczo takie same. Pierwszy etap
polega na przeniesieniu DNA zawartego w tysince lub kolonii na filtr nylonowy lub
nitrocelulozowy, jak pokazano na rys. 1. Poniewaz tysinki to powierzchnie pozywki,
na ktérych bakterie ulegajg lizie, fagowy DNA jest dostepny bezposrednio i bedzie
sie wigzat z filtrem, ktéry potozymy na powierzchni szalki Petriego. Kolonie bakte-
ryjne przeniesione w podobny spos6b na filtr trzeba najpierw poddac lizie w celu
uwolnienia DNA. Przeniesienie kolonii z szalki Petriego na filtr (wykonanie repliki
plytki) polega zwykle na przyklejeniu bakterii do filtra natozonego bezposrednio na
ptytke Petriego. Lize bakterii przyklejonych do filtra przeprowadza sie, zanurzajac je
w roztworze proteazy i SDS. Oryginalna ptytke przechowuje sie w celu zapewnienia
wzrostu i izolacji odpowiedniego klonu (tj. kolonii ze zrekombinowanym plazmidem)
pojego identyfikacji. Zrekombinowany fag A moze by¢ izolowany z tysinek pozostatych
na ptytkach. W obu przypadkach DNA na filtrze poddaje sie alkalicznej denaturacji
w celu uzyskania pojedynczych nici, ktore ulegaja zwigzaniu z filtrem w wyniku zapie-
kania czy naswietlania UV. Filtr jest nastepnie zanurzany w roztworze zawierajacym



