Rekombinantni DNA

Rekombinantni DNA je uméle syntetizovanad DNA, ktera
vznika inzerci celého genu nebo jeho urcité ¢asti do genomu
jiného organismu. Rekombinantni molekuly (Rc-DNA) tedy
obsahuji tseky DNA rozdilnych organismu. Vytvéreji se
inzerci cizorodé DNA do vektoru, kterym mize byt
bakteridIni plazmid nebo fag.

Fagy jsou bakteridlni viry, které mohou infikovat bakterii,
rozmnozovat se v ni a zapfricinit lyzu bakteridlnich bunék. Pri
lyze se do prostredi uvolni potomstvo faga, které maze
infikovat okoli.

Plazmid E. coli (tzv. pBR322, méri 4361 bp) ma vice
restrikénich mist, na kterych se d& kruh DNA otevrit
specifickymi restrikénimi endonukleasami. To umoznuje,
aby se Usek cizorodé DNA, rozStépené tim stejnym enzymem,
v€lenil do plazmidu = rekombinoval, a vytvofil tak
rekombinovany plazmid. Rekombinované plazmidy se
znovu vlozi do bakterii, které se pak nechaji namnozit, pod
selekénim tlakem, tak je mozné vytvorit klony bakterii,
které nesou specificky restrikéni fragment cizorodé DNA.

Priprava rekombinantni DNA zacind pokusem vloZit
mnozstvi viceméné nahodnych restrikénich fragmentd do
plazmidu, proto je zvlast rozhodujici rozpoznat konkrétni gen,
coz je mozné tehdy, kdy je dostupnd prislusna mRNA - ta se
purifikuje a pouzije se na pfipravu cDNA pomoci reverzni
transkriptasy - vysledkem je radionuklidem znacend molekula
cDNA = tzv. sonda (,probe") - za osobitych podminek se
hybridizuje s genem, o ktery ndm jde.
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Schéma vzniku rekombinantni DNA v pripadé plazmidu
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