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Izolace cílového fragmentu DNA (genu)

• Který představuje malou část genomu 

(0.02%)

• Umožňují genové či genomové knihovny



Množství DNA v různých organismech



Definice genomové knihovny

• Soubor klonovaných fragmentů připravených 
štěpením genomové DNA, které dohromady 
reprezentují celý genom daného organismu

• (knihovna genová: soubor náhodně klonovaných 
fragmentů genomové DNA příslušného 
organismu)

• Synonymum:klonová banka

• (genom: všechny molekuly DNA živé soustavy, 
které se vyznačují replikací a dědí se na 
potomstvo)



Genomové knihovny (banky)

• založení (ytváření, příprava, konstrukce)  

• testování (třídění)



Vytváření genomové knihovny

• Proces rozdělení genomové DNA do 

klonovatelných fragmentů

• Inserce fragmentů do vektoru

• Přenesení (transformace) do hostitelských 

buněk E.coli

• Selekce klonu identických buněk nesoucích 

určitý insert

• (klony se liší insertem)



Snahou je klonovat geny tj.

• Fragmenty DNA přiměřeně dlouhé (asi 1000 – 1200 bp)



Jakou restriktázu zvolit pro štěpení genomové DNA

• Restriktázy, co rozpoznávají 4 bp sekvence štěpí na 

malé kousky (každých   256 bp)

• Restriktázy, co rozpoznávají 6 bp sekvence štěpí na 

velké kousky (každých 4096 bp)



Parciální, neúplné štěpení

• Používá se restriktáza, co rozpoznává 4bp sekvenci 

např. SauIIIAI 

• Podmínky štěpení jsou voleny tak, aby došlo k 

neúplnému štěpení

• Tak se vytvoří fragmenty DNA různé velikosti, z nichž 

některé mohou nést celé geny



Parciální (neúplný) digest



Agarozová gelová elektroforéza fragmentů DNA 

vznikajících během štěpení restriktázou



Fragmenty DNA z parciálního digestu

• jsou použity pro konstrukci genomové banky

• Tím se zvětší pravděpodobnost klonování celých genů

• Některé fragmenty mohou být pro klonování příliš dlouhé

• V tom případě získáme neúplnou knihovnu



Testování (třídění) knihovny

• Znamená vyhledávání a identifikaci specifického klonu 

nesoucího cílovou DNA

• Každá buňka (transformant nesoucí rekombinantní DNA) 

po výsevu na Petriho misku vytvoří kolonii (klon 

identických buněk)



Metody třídění genomových knihoven tj. vyhledávání 

specifického klonu 

• DNA/DNA hybridizace

• Imunologický test

• Proteinová aktivita

• Komplementační test 



Vyhledávání specifického klonu pomocí DNA/DNA 

hybridizace

• K vyhledávání se používá DNA sonda (značený 

jednořetězcový fragment DNA) a jeho

• párování s komplementárním úsekem jednořetězcové 

DNA.



Schématické znázornění DNA/DNA hybridizace



Příprava DNA sondy



Detekce hybridizace

• Hybridizační produkt je detekován v závislosti na 
povaze značky, kterou sonda nese.

• Je-li DNA značena radioaktivně, je hybridizace 
detekována autoradiograficky.

• Je-li sonda značena neradioaktivně (např. 
digoxigeninem), je hybridizace detekována 
imunologicky.

• (substrátem pro alkalickou fosfatáza je 5–
bromo-4-chloro-3-indolylfosfát-Nitro-Blue-
Tetrazolium: BCIP-NBT)



Pro třídění genomových knihoven se používají  sondy

• homologní (se zcela komplementární sekvencí) např. 

chemicky syntetizované

• heterologní s ne zcela komplementární sekvencí DNA 

(např. klonovaná DNA příbuzného genu)

• Podmínky hybridizace lze volit (vysoká stringence, nízká 

stringence) 



DNA/DNA hybridizace bakteriálních kolonií

• K hybridizaci lze použít bakteriální kolonie narostlé na 

misce

• Kolonie jsou přeneseny na nitrocelulozovou membránu, 

lyzovány, denaturovány

• DNA je na membráně imobilizovaná, je přidána DNA 

sonda a provedena DNA/DNA hybridizace 

• Hybridizační produkt je detekován podle použité značky

• Viz Obr. 



DNA/DNA hybridizace kolonií



Pozitivní signál po DNA/DNA hybridizaci

• Může dát větší počet kolonií (klonů)

• Důležité je určit, které klony dají celou sekvenci 

hledaného genu

• Izoluje se rekombinantní DNA (plasmid) a insert se 

vyštěpí restriktázou

• Pomocí gelové elektroforézy se určí délka insertu

• Pomocí fyzikální mapy se identifikují inserty (fragmenty) 

se stejnými a překrývajícími se sekvencemi

• Fragmenty s překrývajícími se sekvencemi lze spojit 

ligací ve funkční gen



Kompletní gen lze identifikovat

• Pomocí sekvencování –

• Podle startovacího a stop kodonu a

• Dostatečně dlouhé řady nukleotidů mezi nimi



Záruku, že v knihovně nalezneme celý gen nemáme

• V případě neúspěchu lze knihovnu připravit pomocí jiné 

nukleázy a

• Třídění provést buď s původní sondou nebo se sondou 

odvozenou z první knihovny



Knihovny lze vytvářet

• Klonováním DNA fragmentů větších než je průměrná 

velikost prokaryontního genu

• Tím se zvětší pravděpodobnost, že některé klony 

knihovny ponesou kompletní gen

• Genomové knihovny řady organismů lze získat 

komerčně



Různé uspořádání DNA/DNA hybridizace 

• K hybridizaci lze použít fragmenty DNA po agarózové 

gelové elektroforéze

• A jejím přeblotování na nylonovou membránu (Southern 

blot)

• K hybridizaci lze použít DNA aplikovanou na nylonovou 

membránu ve formě kapky (dot blot hybridizace)



Třídění genomové banky imunologickým testem

• V imunologickém testu se využívá reakce protilátky s 

antigenem (klonovaným proteinem)

• Imunologický test lze použít v případě, že 

• dochází k transkripci a translaci klonované DNA

• Máme k dispozici protilátku vůči hledanému proteinu



Třídění imunologickým testem

• se technicky podobá DNA/DNA hybridizaci

• Bakteriální klony knihovny se nechají narůst na miskách

• Přenesou se na matrici, buňky se lyzují a uvolněné 
proteiny se imobilizují

• Přidá se primární protilátka, nechá se navázat 

• Přidá se sekundární protilátka s přikonjugovaným 
enzymem (alkalická fosfatáza, křenová peroxidáza)

• Přidá se substrát a odečte se např. barevná reakce

• (substrátem pro alkalickou fosfatáza je 5–bromo-4-
chloro-3-indolylfosfát-Nitro-Blue-Tetrazolium: BCIP-NBT)



Třídění genomové knihovny imunologickým testem



Třídění pomocí proteinové aktivity

• lze využít tehdy, když se v buňce syntetizuje enzym 

klonovaný cizorodým genem a

• tento enzym není normálně hostitelskou buňkou 

syntetizován



Funkční gen lze identifikovat pomocí proteinové aktivity

• Výsevem na misky s vhodným substrátem

• Např. geny pro alfa amylázu z různých organismů byly 

identifikovány výsevem genomové knihovny E. coli na 

médium obsahující škrob. Pomocí selektivního barvení 

byly identifikovány kolonie, které tento substrát utilizují.



Třídění pomocí komplementačního testu

• Jestliže hledané geny kódují produkt esenciální 

(nezbytný) pro růst 

• Knihovna je připravena v mutantních buňkách, které 

rostou pouze na plnohodnotném mediu 

• Buňky schopné růst na minimálním mediu (bez 

esenciálního substrátu) získaly rekombinantní plasmid s 

funkčním genem



Komplementační test byl použit

• pro izolaci např. genů kódujících biosyntézu 

aminokyselin, vitaminů, antibiotik, genů pro utváření 

nodulů na kořenech motýlokvětých rostlin u baktérií 

fixujících vzdušný dusík apod.

• Komplementační test je uveden na následujícím obrázku



Komplementační test – schéma funkční komplementace


