
DNA kniDNA knižžnicenice



�� ČČo je to DNA knio je to DNA knižžnica?nica?
�� SSúúbor naklonovanýchbor naklonovaných rekombinantnýchrekombinantných plazmidov nesplazmidov nesúúcich cich 

rôzne fragmenty DNArôzne fragmenty DNA

�� 2 typy DNA kni2 typy DNA knižžnnííc:c:
�� GenGenóómovmováá
�� cDNAcDNA

�� GenomovGenomováá kniknižžnicanica obsahuje obsahuje celcelúú informinformááciuciuobsiahnutobsiahnutúú v v gengenóómeme (geny a (geny a neknekóódujdujúúcece sekvenciesekvencie))

�� cDNA knicDNA knižžnica obsahuje iba gnica obsahuje iba géény exprimovanny exprimovanéé v urv urččitom itom ššttáádiu vývoja organizmu alebo v diu vývoja organizmu alebo v ššpecifickom tkanivepecifickom tkanive



ČČo je to o je to gengenóómovmováá kniknižžnicanica
•• GenGenóómovou knimovou knižžnicou nazývame zbierku nicou nazývame zbierku 
naklonovaných fragmentov bunenaklonovaných fragmentov buneččnej DNAnej DNA



PrPrííprava genprava genóómovej knimovej knižžnice DNAnice DNA
�� IzolIzoláácia celkovej DNA zo vzorku tkaniva cia celkovej DNA zo vzorku tkaniva alebo bunealebo buneččnej nej šštrukttruktúúryry
�� RozRozšštiepenie celkovej gentiepenie celkovej genóómovej DNA na movej DNA na menmenššie praktickejie praktickejššie ie úúsekyseky
�� ŠŠtiepenie prebieha butiepenie prebieha buďď mechanicky alebo mechanicky alebo restrikrestrikččnounou endonukleazouendonukleazou
�� KaKažždý z fragmentov bunedý z fragmentov buneččnej DNA je nej DNA je zlozložžený do klonovacieho vektora a ený do klonovacieho vektora a pomnopomnožžený v hostiteený v hostiteľľskej bunke (E. coli)skej bunke (E. coli)



Tvorba DNA kniTvorba DNA knižžnicenice



AlternatAlternatíívna stratvna stratéégia gia –– poupoužžitie RNA a itie RNA a 
vytvorenie vytvorenie cDNA knicDNA knižžnicenice



cDNA knicDNA knižžnicanica
�� DNA vyDNA vyššíšších organizmov obsahuje intrch organizmov obsahuje intróóny, ktorny, ktorééssúú pre DNA knipre DNA knižžnicu nepotrebnnicu nepotrebnéé (cDNA kni(cDNA knižžnica nica obsahuje len obsahuje len ččististéé kkóódujdujúúce sekvencie!!!)ce sekvencie!!!)
��VhodnejVhodnejššie pouie použžiiťť RNA (mRNA)  RNA (mRNA)  
�� V bunke doV bunke doššlo k transkripcii z DNA do RNA, lo k transkripcii z DNA do RNA, prepprepíísali sa len ksali sa len kóódujdujúúce sekvencie, intrce sekvencie, intróóny ny vystrihnutvystrihnutéé
�� RNA je RNA je ššpecifickpecifickáá pre danpre danúú bunku!!! (vbunku!!! (vššetky etky bunky neobsahujbunky neobsahujúú tu isttu istúú RNA, ako to bolo pri RNA, ako to bolo pri gengenóómovej knimovej knižžnici)nici)



Tvorba cDNA kniTvorba cDNA knižžnicenice
�� Potreba prepPotreba prepíísasaťť RNA do sekvencie DNA RNA do sekvencie DNA ––enzým reverznenzým reverznáá transkripttranskriptááza (RT)za (RT)
�� RT vyRT vyžžaduje primer (kraduje primer (kráátky tky úúsek DNA)sek DNA)
�� VytvVytváára komplementra komplementáárne vlrne vláákno k RNA kno k RNA –– tzv. tzv. 
cDNA vlcDNA vlááknokno (complementary DNA)(complementary DNA)

�� VznikVznikáá heteroduplexnheteroduplexnáá dvojredvojreťťazcovazcováá RNA/DNA RNA/DNA molekulamolekula
�� ČČiastoiastoččnnáá degraddegradáácia RNA recia RNA reťťazca (enzým azca (enzým RNasa H)RNasa H)
�� Dosyntetizovanie degradovanDosyntetizovanie degradovanéého reho reťťazca DNA azca DNA polymerpolymeráázou, zbytok RNA slzou, zbytok RNA slúúžži ako primeri ako primer



Tvorba cDNA kniTvorba cDNA knižžnicenice
�� Výsledok: dva reVýsledok: dva reťťazce DNA = azce DNA = 
dvojredvojreťťazcovazcováá cDNAcDNA

�� NNáásledne rovnaký postup ako pri tvorbe sledne rovnaký postup ako pri tvorbe 
gengenóómovej knimovej knižžnicenice

�� cDNA knicDNA knižžnica = snica = súúbor klonov cDNA bor klonov cDNA 
fragmentov, pripravených z mRNA fragmentov, pripravených z mRNA 
izolovanej z urizolovanej z urččititéého tkanivaho tkaniva





GenGenóómovmováá kniknižžnica nica –– cDNA cDNA 
kniknižžnica nica 



GenGenóómovmováá kniknižžnicanica
�� ZZíískanie dostatoskanie dostatoččnnéého mnoho množžstva stva 
genetickgenetickéého materiho materiáálu pre urlu pre urččenie enie 
sekvencie gensekvencie genóómumu

�� Len niekedy na izolovanie Len niekedy na izolovanie žžiadaniadanéého gho géénunu
�� BakteriBakteriáálne glne géény (kny (kóódujdujúúce oblasti ce oblasti 

neporuneporuššenenéé neknekóódujucdujucíími sekvenciami)mi sekvenciami)
�� IdentifikIdentifikáácia:cia:

•• hybridizhybridizáácia so znacia so značčenou sondouenou sondou
•• Vnesenie do mutantnVnesenie do mutantnéého hostiteho hostiteľľaa



VyVyššššie organizmyie organizmy
�� KKóódujdujúúce sekvencie poruce sekvencie poruššenenéé intronmiintronmi
��SpSpäätný prepis mRNA do DNAtný prepis mRNA do DNA



KniKnižžnica cDNAnica cDNA
�� Obsahuje len tie kObsahuje len tie kóódujdujúúce sekvencie, ce sekvencie, 
ktorktoréé ssúú v danej bunke v daný v danej bunke v daný ččas as 
exprimovanexprimovanéé

�� UmoUmožňžňuje zistiuje zistiťť sekvenciu AK v sekvenciu AK v 
bielkovinbielkovinááchch



ĎĎalalššie typy DNA kniie typy DNA knižžnníícc
EXPRESNEXPRESNÍÍ GENOMOVGENOMOVÁÁ KNIHOVNAKNIHOVNA

vychvycháázzíí z z cDNAcDNA knihovny, kterknihovny, kteráá je ale umje ale umííststěěna v expresnna v expresníích vektorech ch vektorech 
((klonovacklonovacíí vektory, ktervektory, kteréé navnavííc c transgentransgen v nich obsav nich obsažžený ený exprimujexprimujíí do do 
proteinu) Pouproteinu) Použžíívajvajíí se pro hledanse pro hledaníí gengenůů pokud znpokud znááme pouze protein, me pouze protein, 
který který kodujkodujíí (pomoc(pomocíí protilprotiláátky)tky)

CHROMOZOMOVCHROMOZOMOVÉÉ KNIHOVNYKNIHOVNY
obsahujobsahujíí informaci pouze z jednoho chromozomu (jsou meninformaci pouze z jednoho chromozomu (jsou menšíší))

HYBRIDNHYBRIDNÍÍ KNIHOVNYKNIHOVNY
systsystéém pro studium interakce proteinm pro studium interakce protein-- protein, protein, baitbait vectorvector (n(náávnada) vnada) 

obsahuje gen pro protein, který studujeme a obsahuje gen pro protein, který studujeme a fishfish vectorvector (obsahuje (obsahuje 
danou danou cDNAcDNA expresnexpresníí knihovnu) knihovnu) 


