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Principem tPrincipem tPrincipem tPrincipem tPrincipem tPrincipem tPrincipem tPrincipem tééééééééto techniky to techniky to techniky to techniky to techniky to techniky to techniky to techniky 
je specifickje specifickje specifickje specifickje specifickje specifickje specifickje specifickéééééééé rozrozrozrozrozrozrozrozššššššššttttttttěěěěěěěěpenpenpenpenpenpenpenpeníííííííí
frakce DNA v mfrakce DNA v mfrakce DNA v mfrakce DNA v mfrakce DNA v mfrakce DNA v mfrakce DNA v mfrakce DNA v míííííííístech stech stech stech stech stech stech stech 
zcela urzcela urzcela urzcela urzcela urzcela urzcela urzcela urččččččččitých sekvencitých sekvencitých sekvencitých sekvencitých sekvencitých sekvencitých sekvencitých sekvencíííííííí
nukleotidnukleotidnukleotidnukleotidnukleotidnukleotidnukleotidnukleotidůůůůůůůů pomocpomocpomocpomocpomocpomocpomocpomocíííííííí
restriktrestriktrestriktrestriktrestriktrestriktrestriktrestriktáááááááázzzzzzzz........



RestrikRestrikRestrikRestrikRestrikRestrikRestrikRestrikččččččččnnnnnnnníííííííí endonukleendonukleendonukleendonukleendonukleendonukleendonukleendonukleáááááááázyzyzyzyzyzyzyzy = = = = = = = = 
restriktrestriktrestriktrestriktrestriktrestriktrestriktrestriktáááááááázyzyzyzyzyzyzyzy

�� enzymy bakterienzymy bakteriáálnlníího pho půůvoduvodu

�� ššttěěppíí komplementkomplementáárnrníí vlvláákna DNA v urkna DNA v urččitých itých 

mmíístechstech�� katalyzujkatalyzujíí hydrolýzu hydrolýzu fosfodiesterovfosfodiesterovéé

vazby v nukleovvazby v nukleovéé kyselinkyseliněě

�� rozpoznrozpoznáávajvajíí krkráátktkáá mmíísta na DNA (4sta na DNA (4--8 8 

nukleotid.pnukleotid.páárrůů))

�� umoumožňžňujujíí zzíískat vskat vžždy stejnou sadu fragmentdy stejnou sadu fragmentůů

�� NejpouNejpoužžíívanvaněějjšíší jsou RE 2.typujsou RE 2.typu--nejznnejzn. je . je EcoRIEcoRI

((EscherichiaEscherichia colicoli restriktasarestriktasa))





FyzickFyzickFyzickFyzickFyzickFyzickFyzickFyzickáááááááá a restrika restrika restrika restrika restrika restrika restrika restrikččččččččnnnnnnnníííííííí mapamapamapamapamapamapamapamapa

FyzickFyzickáá mapamapa
�� Charakterizuje daný Charakterizuje daný úúsek DNA pozicemi rsek DNA pozicemi růůzných zných 
znaznačček ek ��mmíísta sta ššttěěpenpenáá pomocpomocíí RERE

�� VznikVznikáá:: -- rozrozššttěěpenpeníím DNA pomocm DNA pomocíí RE  RE  

-- porovnporovnáánníím velikosti fragmentm velikosti fragmentůů

RestrikRestrikččnníí mapamapa
�� FyzickFyzickáá mapa mapa ššttěěpených mpených míístst

�� VznikVznikáá: : -- porovnporovnáánníím velikostm velikostíí fragmentfragmentůů vzniklých po vzniklých po 
ššttěěpenpeníí nněěkolika kombinacemi REkolika kombinacemi RE

�� SchematickSchematickéé znznáázornzorněěnníí poloh a vzdpoloh a vzdáálenostlenostíí
restrikrestrikččnníích mch mííst na molekule  st na molekule  

�� S jejich pomocS jejich pomocíí mmůžůžeme od sebe odlieme od sebe odliššit blit blíízce zce 
ppřřííbuznbuznéé DNA                                 DNA                                 





VýchozVýchozVýchozVýchozVýchozVýchozVýchozVýchozíííííííí materimaterimaterimaterimaterimaterimaterimateriáááááááál l l l l l l l 
restrikrestrikrestrikrestrikrestrikrestrikrestrikrestrikččččččččnnnnnnnníííííííího mapovho mapovho mapovho mapovho mapovho mapovho mapovho mapováááááááánnnnnnnníííííííí

�� NeporuNeporuššenenáá izolovanizolovanáá

genomovgenomováá DNADNA

�� Fragmenty DNA klonovanFragmenty DNA klonovanéé ve ve 

vektorech vektorech čči zi zíískanskanéé pomocpomocíí

metody PCRmetody PCR



Metody pro konstrukci Metody pro konstrukci 
restrikrestrikččnníí mapymapy

1.1.ŠŠttěěpenpeníí DNA dvDNA dvěěma nebo nma nebo něěkolika RE kolika RE 
a vyhleda vyhledáávváánníí ppřřekrývajekrývajííccíích se ch se 

restrikrestrikččnníích fragmentch fragmentůů
�� DNA DNA ššttěěppííme nejprve kame nejprve kažždým enzymem dým enzymem 

samostatnsamostatněě, pot, potéé dvdvěěma enzymy souma enzymy souččasnasněě

�� StanovStanovííme velikosti vytvome velikosti vytvořřených fragmentených fragmentůů v v 

kakažžddéém m ššttěěpenpeníí

�� SrovnSrovnááme dme déélky fragmentlky fragmentůů a ura urččííme polohy me polohy 

restrikrestrikččnníích mch mííst pro kast pro kažždý enzymdý enzym





2. 2. 2. 2. 2. 2. 2. 2. ČČČČČČČČáááááááástestestestestestestesteččččččččnnnnnnnnéééééééé ššššššššttttttttěěěěěěěěpenpenpenpenpenpenpenpeníííííííí DNA DNA DNA DNA DNA DNA DNA DNA 
jednou RE a separace jednou RE a separace jednou RE a separace jednou RE a separace jednou RE a separace jednou RE a separace jednou RE a separace jednou RE a separace 
vytvovytvovytvovytvovytvovytvovytvovytvořřřřřřřřených fragmentených fragmentených fragmentených fragmentených fragmentených fragmentených fragmentených fragmentůůůůůůůů
elektroforelektroforelektroforelektroforelektroforelektroforelektroforelektroforéééééééézouzouzouzouzouzouzouzou

�� Fragmenty potFragmenty potéé izolujeme jednotlivizolujeme jednotlivěě z z 
gelugelu

�� OdOdššttěěppííme je stejnou RE me je stejnou RE �� vznik vznik 
subfragmentsubfragmentůů

�� SubfagmentySubfagmenty znovu separujeme znovu separujeme 
elektroforelektroforéézouzou

�� Soubory vzniklých Soubory vzniklých subfragmentsubfragmentůů jsou jsou 
ppřřiiřřazeny k prvotnazeny k prvotníím fragmentm fragmentůůmm





3. 3. 3. 3. 3. 3. 3. 3. ČČČČČČČČáááááááástestestestestestestesteččččččččnnnnnnnnéééééééé ššššššššttttttttěěěěěěěěpenpenpenpenpenpenpenpeníííííííí
radioaktivnradioaktivnradioaktivnradioaktivnradioaktivnradioaktivnradioaktivnradioaktivněěěěěěěě znaznaznaznaznaznaznaznaččččččččenenenenenenenenéééééééé na na na na na na na na 
jednom z koncjednom z koncjednom z koncjednom z koncjednom z koncjednom z koncjednom z koncjednom z koncůůůůůůůů
�� ElektroforElektroforéézou separujeme vytvozou separujeme vytvořřenenéé

fragmentyfragmenty

�� OdeOdeččteme dteme déélky fragmentlky fragmentůů z z 

autoradiogramuautoradiogramu

�� Je vhodnJe vhodnéé u vu věěttšíších molekulch molekul







Konstrukce pKonstrukce přřesnesnéé restrikrestrikččnníí
mapy je podmmapy je podmíínněěnana::::::::

�� IdentifikacIdentifikacíí vvššech vytvoech vytvořřených ených 

restrikrestrikččnníích fragmentch fragmentůů

�� PPřříímým stanovenmým stanoveníím velikosti fragmentm velikosti fragmentůů

(ur(urččena ena elekroforelekroforéézouzou))







K K ččemu jsou dobremu jsou dobréé
restrikrestrikččnníí mapy?mapy?

�� SrovnSrovnáávvááni DNA rni DNA růůzných jedinczných jedincůů čči pi přřííbuzných buzných 
organizmorganizmůů bez nutnosti pbez nutnosti přřesnesnéého stanovenho stanoveníí
jejich kompletnjejich kompletníí nukleotid. sekvencenukleotid. sekvence

�� Lze pomocLze pomocíí nich snadno zjistit polymorfizmy v nich snadno zjistit polymorfizmy v 
sekvencsekvencíích ch genomovgenomovéé DNA zpDNA způůsobensobenéé
mutacemi mutacemi �� substituce, inserce a substituce, inserce a delecedelece
nukleotidnukleotidůů

�� U klonovaných sekvencU klonovaných sekvencíí DNA umoDNA umožžnníí
lokalizovat geny na specificklokalizovat geny na specifickéé restrikrestrikččnníí
fragmenty DNA fragmenty DNA �� usnadnusnadníí izolaci a izolaci a 
charakterizaci snadno charakterizaci snadno sestrojitelnsestrojitelnéé u DNA u DNA 
menmenšíších velikostch velikostíí (viry, (viry, orrganelyorrganely……))





DDDDDDDDěěěěěěěěkujeme za pozornost.kujeme za pozornost.kujeme za pozornost.kujeme za pozornost.kujeme za pozornost.kujeme za pozornost.kujeme za pozornost.kujeme za pozornost.


