DNA kniznice




Co je to DNA kniZnica?
o Subor naklonovanych rekombinantnych plazmidov nesucich
rézne fragmenty DNA

2 typy DNA kniznic:

« Gendmova
« CDNA

Genomova kniznica obsahuje celu informaciu
obsiahnutu v gendme (geny a nekddujuce sekvencie)

cDNA kniznica obsahuje iba gény exprimované v urCitom
stadiu vyvoja organizmu alebo v Specifickom tkanive




Co je to gendmova kniznica

- Gendmovou kniznicou hazyvame zbierku
naklonovanych fragmentov bunecnej DNA




Priprava genomovej kniznice DNA

» |zolacia celkove] DNA zo vzorku tkaniva
alebo bunecnej struktury

« Rozstiepenie celkove] genomove] DNA na
mensie praktickejsie useky

. Stiepenie prebieha bud mechanicky alebo
restrikChou endonukleazou

« Kazdy z fragmentov bunecnej DNA je
zlozeny do klonovacieho vektora a
pomnozeny v hostitelske] bunke (E. coli)




Tvorba DNA kniznice
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Alternativna strategia — pouzitie RNA a
vytvorenie cDNA kniznice




cDNA kniznica

« DNA vyssich organizmov obsahuje introny, ktore
su pre DNA kniznicu nepotrebné (cDNA kniznica
obsahuje len Ciste kodujuce sekvencielll)

2 Vhodnejsie pouzit RNA (mMRNA)

« V bunke doslo k transkripcii z DNA do RNA,

prepisali sa len kddujuce sekvencie, introny
vystrihnuté

« RNA je specificka pre danu bunku!!! (vsetky
bunky neobsahuju tu istt RNA, ako to bolo pri
gendmovej kniznici)




Tvorba cDNA kniznice

Potreba prepisat RNA do sekvencie DNA —
enzym reverzna transkriptaza (RT)

RT vyzaduje primer (kratky usek DNA)

Vytvara komplementarne viakno k RNA — tzv.
cDNA viakno (complementary DNA)

Vznika heteroduplexna dvojretazcova RNA/DNA
molekula

Ciastoéna degradacia RNA retazca (enzym
RNasa H)

Dosyntetizovanie degradovaneho retazca DNA
polymerazou, zbytok RNA sluzi ako primer




Tvorba cDNA kniznice

« Vysledok: dva retazce DNA =
dvojretazcova cDNA

« Nasledne rovnaky postup ako pri tvorbe
genomovej kniznice

« cDNA kniznica = subor klonov cDNA
fragmentov, pripravenych z mRNA
izolovanej z urcitého tkaniva
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Genomova kniznica — cDNA
kniznica




Gendmova kniznica

> Ziskanie dostatocheho mnozstva
genetickeho materialu pre urCenie
sekvencie genomu

> Len niekedy na izolovanie ziadaného genu

o Bakterialne geny (kodujuce oblasti
neporusene nekodujucimi sekvenciami)
o ldentifikacia:
* hybridizacia so znacenou sondou
* \Vnesenie do mutantneho hostitela




Vyssie organizmy

» Kodujuce sekvencie porusene intronmi
2> Spatny prepis mMRNA do DNA




Kniznica cDNA

> Obsahuje len tie kddujuce sekvencie,
ktoré su v danej bunke v dany Cas
exprimovane

» Umoznuje zistit sekvenciu AK v
bielkovinach




DalSie typy DNA kniZnic

EXPRESNI GENOMOVA KNIHOVNA

vychazi z cDNA knihovny, ktera je ale umisténa v expresnich vektorech
(klonovaci vektory, které navic transgen v nich obsazeny exprimuji do
proteinu) Pouzivaji se pro hledani genu pokud zname pouze protein,
ktery koduji (pomoci protilatky)
CHROMOZOMOVE KNIHOVNY
obsahuji informaci pouze z jednoho chromozomu (jsou mensi)

HYBRIDNi KNIHOVNY

systém pro studium interakce protein- protein, bait vector (navnada)
obsahuje gen pro protein, ktery studujeme a fish vector (obsahuje
danou cDNA expresni knihovnu)




