Herstellung von c- DNA und c-DNA- Bibliotheken

Zellen die auf die Herstellung eines Proteins spezialisiert sind, enthalten große Mengen an m-RNA für dieses Protein. Die m-RNA lässt sich isolieren und als Vorlage für einen komplementären Strang verwenden.  
Hinweis: Pro- und Eukaryoten benutzen zwar den gleichen genetischen Code, unterscheiden sich aber unter anderem im Aufbau ihrer Gene. So bestehen die Gene von Prokaryoten z.B. nur aus codierender DNA, während die der Eukaryoten von nicht codierenden Abschnitten unterbrochen sind (so genannte Introns). Bei Eukaryoten werden die Introns bei der Transkription von DNA in RNA herausgeschnitten. 
Aus diesem Grund wird für die Expression eines eukaryotischen Gens in einem Bakterium oft die cDNA (=copy-DNA) dieses Gens verwendet.

Vorgang:
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Die cDNA eines Gens wird nach dessen mRNA Vorlage hergestellt: 
Mithilfe eines speziellen Virenenzyms, der Reversen Transkriptase, wird die mRNA wieder zurück in eine DNA- Kopie (cDNA) umgeschrieben. Anschließend erfolgt eine Denaturierung (Trennung eines DNA-Doppelstrangs in 2 Einzelstränge).  oder eine Zerstörung der mRNA. Nach Entfernung der mRNA- Vorlage wird mithilfe der DNA- Polymerase der komplementäre Strang an der cDNA ergänzt. 

cDNAs können künstlich mit sticky ends versehen werden, um sie in Vektoren einbauen zu können. Die Vektoren werden in Bakterien eingeschleust und kloniert. 

Verwendet man für das Verfahren alle mRNA- Moleküle in einer  Zelle erhält man eine cDNA- Bibliothek. Sie ist bedeutend kleiner als eine genomische Bibliothek, da sie nur diejenigen DNA- Sequenzen enthält, die in der untersuchten Zelle gerade exprimiert wurden.





















