DNA knihovny
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Co to jsou DNA knihovny

Informace ve formé DNA ktera reprezentuje urcCity aspekt daného
organizmu Ci dané bunky

NejCastejsi typy knihoven: Genomove knihovny

cDNA knihovny (komplementarni knihovny)




ProC se tvori DNA knihovny?

" r"‘ "' |
lﬂf u.l'| [ i”l' i
Shromazdéni informaci o urcitém ﬂﬂ Iy m dlis
organizmu nebo o uréité bunce . ] LAl
) ‘I “ T H ||||

it : yi

il ,‘

- n - -

-

!
Analyza téchto informaci -

it

"

| y
!

- "'1




Co je treba na tvorbu DNA knihovny?

Enzymy:
» Restrikéni endonukleaza
» DNA Ligaza

Analyzovana DNA
Vektor

Bunka umoznujici namnozeni klonované DNA
» bakterie, kvasinka




* Restrikcni endonukleazy (restriktazy )

— Enzymy které Stépi fosfodiesterové vazby v dsDNA
— Kazdy enzym rozeznava specifickou palindromatikou sekvenci ve které

stépi
-Priklad EcoRI rozeznava tuto sekvenci: 5'-GAATTC-3
Stépi timto zpusobem: 5---G AATTC---3'

3---CTTAA G---5'
CCGGCATGCATGCAGAATTCCGGCCTAGCCTTTAAAGA GAATTCCCC
GGCCGTACGTACQGTCTTAAGGCCGGATCGGAAATTTCTGCCIGCTTAAGGGG

CCGGCATGCATGCAG AATTCCGGCCTAGCCTTTAAAGACGGOUTTACCC
GGCCGTACGTACGTCTTAA GGCCGGATCGGAAATTTCTGCCGLTIBGG

 DNA Ilgaza -Enzymy které spojuji fosfodiesterové vazby v DNA

-umozAuji spojovat (ligovat) dva DNA fragmenty, rozstépené
stejnou restriktazou, nezavisle na tom z jakého organizmu DNA pochazi




Vektor

-DNA molekula do které muize byt vlozen fragment cizorodé DNA
-slouzi jako ,,prenasec” fragmentu do hostitelské bunky
-typy vektori: plasmidové (<10kb)
virové-bakteriofagy (desitky kb)
BACs -bakterialni umélé chromosomy(100-300kb)
YACs kvasinkové umélé chromosomy( 100kb-1Mb)




Plasmid

vétsinou kruhova dsDNA
obycejné v bakteriich Plasrrid bound
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Bakteriofag
lambda

Velikost genomu:50kb

Az 25kb muze byt nahrazeno
cizorodou DNA

Virion infikuje E. coli- lyticky cyklus

Solomon: Biology, 5/e
Figure 23.2a

Step 1. Attachment
Phage attaches to
the cell surface of a
bacterium.

Step 2. Penetration
Phage DMA enters
the bacterial cell.

Bacterlal DNA

Step 3. Replication
Phage DNA is replicated.
Phage proteins are
synthesized.

Phage DNA
Phage Protein

Stap 4. Assembly
Phage components
are assembled into
mature viruses,

Step 5. Release
e bacterial cell lyses
and releases many
hages that can then
nfect other cells,

Saunders College Publishing




Bacteriophage & DMNA
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BAC: Umely bakterialni chromozom

« Fragment muze mit velikost az 300kb
* Vektor je odvozen od konjugativnino F-plasmidu u bakterii
« Pouzivané pfi mapovani lidského genomu (Human Genome Project)

YAC: Umely kvasinkovy chromozom
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Jak se tvori DNA knihovny

Restriktazami stepime analyzovanou DNA, vzniknou inzerty
Stejnymi restriktazami je roztepen i vektor

DNA ligaza spoji vektor s fragmentem tzv.ligace=»vznika
rekombinantni DNA

vpraveni rekombinantni DNA do hostitelské bunky proces
transformace, transdukce




Genomoveé X cDNA knihovny

Genomové knihovny cDNA knihovny
Genomova DNA z urcitého Zmapovani téch ¢asti genomu,
organizmu Ci ze specifické které jsou transkribovany

bunééné linie

Izolovana totalni RNA a
Obsahuje i sekvence, které prepsana do cDNA
nejsou transkribovany

Reverzni transkripce




Reverzni
transkripce

Enzym reverzni
transkriptaza

Retrovirovy puvod
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Ze ssRNA vytvari
dsDNA

dsDNA stabilni,
umoznuje pouzit
restriktazy
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Hledani v DNA knihovnach

Sekvenci useku DNA ktery hledame oznacime radioaktivné - tzv. DNA
sonda

Denaturace sondy ssDNA
Denaturovat DNA u bunek, ktera nesou klonované fragmenty

Hybridizace-sonda oznadci ty klony,které maji sekvenci shodnou se
sondou

Pozitivni klony jsou vybrany




Screening a DNA library

Bacteria carrying vectors
with inserted DNA fragments

Plate bacteria on
petri dish

-

Bacteria generate
— visible colonies

Make replica of colonies
by pressing nylon filter
onto dish

Incubate filter with radicactive
DNA probe; probe hybridizes with
complementary sequence in fragment

X-ray film detects
radicactive colonies on filter

Trace colonies back to
original plate




Vyuziti DNA knihoven v mediciné av
molekularni biologii

* Hledani novych genu, identifikace mutaci urc¢itého genu v genomu jiného
organizmu, urcéeni funkce genu http://www.ensembl.orqg/index.html

« Restrikéni analyza +Southern blot http://highered.mcgraw-
hill.com/olc/di/120078/bio g.swf

« PCR http://www.dnalc.org/ddnalc/resources/pcr.html

« Sekvenovani http://www.dnalc.org/ddnalc/resources/cycseq.html




Vyuziti DNA knihoven v medicine a

v molekularni biologii

* Produkce proteint
 cDNA je do vektoru
« Transformace bakterii €i kvasinek (dalSi eukaryota)
 Omezeni-vzdalené organizmy jinou post translacni upravu
« Priklad: insulin
Vakciny




Produkce rekombinantniho insulinu

Campbell, Biochemistry, 3/e
Text Figure 10.14
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Sledovani exprese-DNA microarrays

MikroCip-komercné dodavany, navazana ssDNA, kazdy bod cipu cDNA z
jednoho genu, jeden ¢ip > 10 000 genu

Oligonucleotidové microarrays  Dvoubarevné microarrays
(Affymetrix) (Eppendorf)
* lzolace RNA=>cDNA = (T7 « Srovnavani dvou vzorkii

polymeraza cRNA) fluorescenéné cDNA (kontrola, pacient)

znacena = Cip « Kazdy vzorek je obarven

« Hybridizace =& promyti jinou fluorescencni barvou

- Intenzita fluorescence=hladina * Vzorky smichany

exprese genu

Absolutni hladina exprese
2 vzorky= 2 Cipy

Referencni sekvence

dohromady = cip
Hybridizace =» promyti

Relativni rozdil exprese
jednotlivych genli mezi
dvéma vzorky




Cancer Cells Mormal Cells

Dvoubarevné
microarrays

RMNA Isolation
v v
TmRNA TTmRNAT
Reverse
Transcriptase
Labeling
v v http://www.dnalc.org/ddnalc/reso
cDNA H:"m
"Red Fluorescent” Targets ‘Grean Fluorescent™ Targets u rceS/d naa rrav html
Combine Targets
Hybridize to
Microarray
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Vyuziti DNA knihoven v medicine,
v molekularni biologii a v zemedeélstvi

Tvorba knockautovanych a transgennich zvirat
Knockout-vyrazeni urc€itého genu

Transgen-exprese néjakého genu navic




Produkce lidskych proteint
do kravského mléka pro
predéasné narozené deti

Analyza funkce riznych genl




Dekuji za pozornost




