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GENOMOVA DNA KNIHOVNA

Knihovna genomove DNA je soubor
fragmentu DNA jednoho organismu, ktere
jsou uchovavany v plasmidech hostitelského
organismu (napfr. bakterii).

V této formé mohou byt fragmenty
vysetrovany pro identifikaci genu. Kazdy z
fragmentu bunecné DNA vlozeny do
klonovaciho vektoru a pomnozeny v

hostitelske bunce predstavuje klon genomove
DNA .




Soubor rekombinantnich plasmidu
nesoucich ruzné fragmenty predstavuje
tzv.




Vytvareni genomove DNA knihovny ?
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bakterialni bunky

Bacterial cell I (3. Insert into plasmids.

O @ Seal DMA with DNA ligase.
O @Makebal:teﬁatahe up

recombinant DMNA.

Creating a DNA Library
(1) Extract and purify DNA.

(2. Digest DNA with restriction
ENZymes.

Creating a DNA Library

(1) Extract and purify DNA.

(2)) Digest DNA with restriction
ENZYIMes.

@Insert into plasmids.

@Seal DMA with DNA ligase.

{E} Make bacteria take up
recombinant DMNA.




6. Pomnozeni bakterii na zivhé pudé

——Test tube

Patri plate
Bacteria with
DMA library
._.'I_' I
- l = I — ==




Knihovny genomové DNA se vyuzivaji
predevsim pro ziskani dostatecného
mnozstvi genetického materialu pro urceni
sekvence genomu.

Z genomove knihovny lze izolovat zadany
gen jen v nekterych pripadech. Jedna se
predevsim o bakterialni geny, jejichz
kodujici oblasti nejsou preruseny
nekodujicimi sekvencemi (introny) a na
pomerné kratkém useku DNA zustava
celistvy gen.




Genomovy klon obsahujici zadany gen lze
identifikovat hybridizaci se znacenou
sondou nebo jeho vhesenim do
mutantniho hostitele, ktery danou
vlastnost postrada (je-li projev genu
detekovatelny).




cDNA KNIHOVNA

V pripade vyssich organismu v jejichz
genech jsou kodujici sekvence (exony)
preruseny introny Ize vyuzit alternativni
strategii — zpetny prepis mediatorové RNA
(MRNA) do sekvence DNA.

V bunce z niz je mRNA izolovana totiz po
prepisu genu (transkripci) jiz doslo k
vystrizeni intronu z mMRNA, jeji sekvence
tak odpovida celistve kodujici oblasti a je
zakoncena sekvenci nekolika desitek
adenosinu.




Pro prepis mRNA
In vitro se vyuziva
specificke DNA
polymerasy,
enzymu reverzni
transkriptasy (RT)
izolovane z
retroviru (1970;
Baltimore a
Temin).
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Podobne jako jine DNA
polymerasy neumi RT
iniciovat polymeraci de
novo, ale vyzaduje
pFl’tomnosti kratkého
useku DNA (oCka -
primeu) jiz pripojeneho
na matrici (IMRNA) podle
ktere vytvari
komplementarni viakno
DNA, tzv. cDNA (z angl|.

Complementary DNA).
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Jako obecného primeru se v tomto
pripadeé s vyhodou vyuziva kratkeho
oligonukleotidu poly(deoxyT) a vznika
heteroduplexni dvouretezcova RNA/DNA
molekula. RNA je nasledne nastepena
pomoci enzymu RNasy H a druhe vlakno
DNA je syntetizovano pomoci DNA
polymerasy, ktera vyuziva nerozstepenou
RNA jako primer.




Vytvorena dvouretézcova DNA je
nasledné vlozena do klonovaciho vektoru
a vznika cDNA klon. Soubor cDNA klonu
pripraveny z mRNA izolované z urcCite
tkane se nazyva knihovna cDNA.

Na rozdil od knihovny genomové DNA
obsahuje knihovnha cDNA pouze ty
kodujici sekvence, které jsou v dane
bunce (tkani) v dany Cas exprimovany.




Knihovna cDNA je cennym materialem
umoznujicim predikovat aminokyselinove
sekvence kodovaneho proteinu nebo jeho
nadprodukci proteinu v bakterialnich nebo
kvasnicnych bunkach, které nejsou
schopny vystepovat introny.




Bude na mésici knihovna ?

S timto zajimavym napadem jak zachranit
Zivot na Zemi v pripade globalni katastrofy
prisla nedavno Evropska kosmicka
agentura.

ESA chce v budoucnu vytvorit na nasem
kosmickem sousedovi jakousi ,Noemovu
archu”, kde by byly ulozeny vzorky DNA
zastupcu fauny a flory a také Clovéka.
Vzorky z teto knihovny by pak byly pouzity
v pripade globalni katastrofy, tedy
napriklad kolize Zeme s cizim telesem,
nebo jaderne valky.




Se sberem a archivaci vzorku DNA zacali
vedci pred nedavnem, dostat neco na
Mesic umime jiz od Sedesatych let
minulého stoleti.

Jedine v cem tak trochu pokulhavame je
zpéetny postup, tedy ze vzorku DNA
vytvorit zdrave zvire Ci rostlinu. Diky
velkemu a rychlému rozvoji genetiky a
pribuznych ved, bude | tento problem brzy
vyresen. Ona ,Noemova archa” by pak
mohla byt soucasti lunarni zakladny, ktera
by méla na Mésici vyrust do dvaceti let.




