DNA knihovny

DNA knihovny jsou kolekce klonovanych DNA fragmentl genomu urcitého organismu (cDNA), které jsou
skladovany uvnitr hostitelskych organism( (zejména bakterii). cDNA (copy DNA, complementary DNA) je ziskdvéana
prepisem z mRNA pomoci enzymu reverzni transkriptazy.

Syntéza cDNA (complementary DNA)

K syntéze je kromé reverzni transkriptdzy zapotrebi také prostiedi s neutralnim pH, ionty horciku a vSechny 4
deoxynukleotidy. Pfepisu z mRNA je vyuzivano z dfivodu pfitomnosti poly(A) konct, na které midze transkriptaza
nasednout. Pfed pouzitim samotné cDNA je potreba jeji prevedeni z jednovlaknové formy na formu dvouvlaknovou
pomoci dalsiho enzymu — DNA polymeréza I. Klony cDNA obsahuji pouze kdédujici sekvence. Jinou moznosti
syntézy je pouziti enzymu ribonukledzy. Ten je schopen rozeznat RNA ¢asti jiz vzniklého RNA: DNA hybridu, ke
kterym nasyntetizuje odpovidajici ¢asti druhého vidkna cDNA. Tyto ¢asti slouzi opét pro nasednuti DNA polymerazy
I, spojeni téchto mensich Gsekd do jednotného vlidkna pak dokondi ligaza.

Role hostitelskych organismu

Jednotlivé fragmenty DNA jsou vkladany individualné do hostitelskych organismd, kterymi jsou nej¢astéji bakterie.
Vyhodou bakterii je jejich schopnost rychlé replikace dané DNA ve zjistitelném mnozstvi. Po zmnozeni daného
Useku mize dochdazet k rozpoznani jednotlivych gend. Tuto genovou identifikaci a kopirovani oznacujeme jako
klonovani. Vnéseni genl do bakterii je zprostfedkovédno pomoci plazmidd. Plazmidy jsou formou vektor(. Nejdfive
musi dojit k naruseni jejich DNA kruhové struktury pomoci restrikénich enzymd. Po vloZeni lidského fragmentu jsou
opétovné spojovany ligdzou. Vysledkem celého procesu jsou rekombinanty.

Rekombinanty jsou vlozeny do bakterii, které zacnou syntetizovat odpovidajici fragment lidské DNA. Bakterie jsou
nasledné vloZzeny do média bohatého na zZiviny, kde tvori kolonie.

Vyuziti DNA knihoven

= mnozeni lidskych proteinl pomoci bakteriadlnich kultur;
= tvorba préb, které jsou vyuzivany pro DNA microarray;
= porovnavani vyvojovych zmén ve tkanich.

Odkazy

Externi odkazy

= Construction of a DNA Library (http://www.sumanasinc.com/webcontent/animations/content/dnalibrary.html)
= Molecular Genetics Il - Genetic Engineering Course (Supplementary notes) (http://dwb.unl.edu/Teacher/NSF/CO
8/C08Links/www.dur.ac.uk/~dblOwww/Staff/Croy/cDNAfigs.htm)

Pouzita literatura
= cDNA Library (http://www.iscid.org/encyclopedia/cDNA_Library)

= ALBERTS, Bruce, D BRAY a A JOHNSON, et al. Zgklady bunécné biologie. 2. vydani. Usti nad Labem : Espero
Publishing, 2005. 740 s. ISBN 80-902906-2-0.
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