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Principem teto techniky
je specificke rozstepeni
frakce DNA v mistech
zcela urcitych sekvenci
nukleotidu pomoci
restriktaz.




Restrikcni endonukleazy =
restriktazy

enzymy bakterialniho puvodu

stepi komplementarni viakna DNA v urcitych
mistech=> katalyzuji hydrolyzu fosfodiesterove
vazby v nukleove kyseline

rozpoznavaji kratka mista na DNA (4-8
nukleotid.part)

umoznuji ziskat vzdy stejnou sadu fragmentu

N y-

(Escherichia coli restriktasa)




Bamve ks doh bdpl

1 Mrepaiereieans® § Heped:
mublestidaed selvenoe pi fave
pruttraryrh rearikfrich dndomibled.,
Bk s ek g o, ol il b, bl
lanEn enepmy difpona, & il
mukdenivovon sseead | [efl ko pode
b rresymn Clleed sebesrer b Caiis
peindmiricid [ypmerricke podle
errEziin b bk, Aekreikessvh
ey ) o e B e
sperrSchyT b et uvmld inepee e
silramiey. Sikrend e, Jikis R il
Al tipl aha feifaod DN proti sose,
Lk ol vkl e oty el IRrTe R
nededi g ke i pesim aatm T
sedrdcnis endomobedoml feko
BapiTiksl et S’ m el vEnidag
it Fxdrmx tediecrd privashui]

(PR bt ey, leirikin
endarkisdsy s ubsokle sidariny

r hakier] &y el it e dnld e ich
pirmed: napd Bl eroeen K B ek

& Erodarrrhia sl




Fvzicka a restrikcni mapa

Fyzicka mapa

= Charakterizuje dany usek DNA pozicemi ruznych
znacek @ mista stepena pomoci RE

= Vznika: - rozstepenim DNA pomoci RE

- porovnanim velikosti fragmentu

Restrikcni mapa

= Fyzicka mapa stepenych mist

= \/znika: - porovnanim velikosti fragmentu vzniklych po
stepeni nekolika kombinacemi RE

= Schematicke znazorneni poloh a vzdalenosti
restrikcnich mist na molekule

= S jejich pomoci muzeme od sebe odlisit blizce
pribuzne DNA
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Vvchozi material
restrikcniho mapovani

= Neporusena izolovana
genomova DNA

= Fragmenty DNA klonovane ve

vektorech Ci ziskane pomoci
metody PCR




Metody pro konstrukci
restrikcni mapy

1.Stépeni DNA dvéma nebo nékolika RE
a vyhledavani prekryvajicich se
restrikcnich fragmentu

=  DNA stepime nejprve kazdym enzymem
samostatne, poté dvema enzymy soucasne

= Stanovime velikosti vytvorenych fragmentu v
kazdem stepeni

=  Srovname délky fragmentu a urcime polohy
restrikcnich mist pro kazdy enzym
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2. Castecneé stépeni DNA
jednou RE a separace
vytvorenych fragmentu
elektroforézou
= Fragmenty pote izolujeme jednotlive z
gelu

= Odstepime je stejnou RE = vznik
subfragmentu

= Subfagmenty znovu separujeme
elektroforezou

= Soubory vzniklych subfragmentu jsou
prirazeny k prvotnim fragmentum
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3. Castecné stépeni
radioaktivhé znacené na
jednom z koncu

= Elektroforezou separujeme vytvorene
fragmenty

= Odecteme delky fragmentu z
autoradiogramu

= Je vhodné u vetsich molekul
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Konstrukce presne restrikcni
mapy je podmineéena:

= |dentifikaci vsech vytvorenych
restrikcnich fragmentu

= Primym stanovenim velikosti fragmentu
(urcena elekroforezou)




Priklady autoradiogramu a
i restrikCnich map
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K cemu jsou dobre
restrikcni mapy?

= Srovnavani DNA ruznych jedincu Ci pribuznych
organizmu bez nutnosti presneho stanoveni
jejich kompletni nukleotid. sekvence

= | ze pomoci nich snadno zjistit polymorfizmy v
sekvencich genomove DNA zpusobene
mutacemi = substituce, inserce a delece
nukleotidu

= U klonovanych sekvenci DNA umozni
lokalizovat geny na specificke restrikcni
fragmenty DNA = usnadni izolaci a
charakierizaci snadno sestrojitelne u DNA
mensich velikosti (viry, orrganely...)
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Dekujeme za pozornost.

How Easter Eggs are made.




