Restrikéni mapovani DNA genomu

Restrik¢éni mapovani je postup, podle kterého probihd sestavovani restrikéni mapy
genomu.

Restrikéni mapa je formou fyzikalni mapy DNA, schematicky zndzorfujici polohy
restrikénich mist na jeji molekule. Vzdalenosti mezi jednotlivymi misty se udavaji v poctech
nukleotidd.

Restrikénim mistem rozumime sekvenci, ve které probihd Sté€peni dvoutetézcové
DNA katalyzované restriktazou.

Vyznam restrikéniho mapovani. Konstrukce restrikénich map je zakladnim krokem
pti charakterizaci DNA, vychozim bodem sekvencovacich technik a genové inzenyrskych
postupi a navic jednou z nejdulezitéjSich metod genetické analyzy, ktera dovoluje
zaznamenat razné zmeény v DNA, nebot’ restrikéni misto mtze hrat dilezitou tlohu genetické
znacky. Restrikéni mapy umoziuji srovnavat jednotlivé oblasti DNA u rtiznych jedinct nebo
ptibuznych organizmt, aniz by bylo nutné pfesné stanovit jejich sekvence. Lze pomoci nich
snadno nalézt polymorfizmy v sekvencich genomové DNA zpusobené mutacemi, jejichz
zakladem je substituce, delece nebo velikosti fragmentu DNA mezi dvéma sousednimi
restrikénimi misty. Bézné pouzivanou metodou pro separaci a urceni velikosti restrikénich
fragmentt je elektroforéza v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu. Velikost neznamého
fragmentu se stanovuje porovnanim drahy, kterou urazil, s drahami, které za stejnych
podminek urazily fragmenty o zndmych velikostech. Pro urceni polohy restrikénich mist
nestac¢i pouze zjistit velikost fragmentti, které vznikly po uplném rozstépeni analyzované
molekuly DNA urcitou restriktazou, ale je nezbytné urcit i jejich sled.

Vychozim materidlem pro mapovani mize byt izolovana genomova DNA nebo jeji
fragmenty naklonované do vektoru. V zavislosti na velikosti DNA se k restrikénimu
mapovani pouzivd né€kolik riznych postupli, které lze vzdjemné kombinovat. Nejcastéji
pouzivand metoda pro zjisténi poradi fragmentii je zalozena na hledani prekryvi mezi
fragmenty vzniklymi u¢inkem dvou, popfipadé¢ vice restriktdz. Princip postupu si
pfedvedeme na jednoduchém piikladu. Mame vzorek DNA skladajici se ze stejnych molekul,
jejichz délka je 5 000 bp.

Po uplném Stépeni restriktazou:
A vznikly fragmenty (bp): Al (2200) A2 (1400) A3 (900) a A4 (500).
B vznikly fragmenty (bp): B1 (2 500) B2 (1300) a B3 (1200).
Obé¢ restriktazy pouzité soucasné, davaly fragmenty (bp): 300, 500, 600, 800, 900 a
1900.

Jednotlivé fragmenty ziskané uc¢inkem prvni restriktazy lze separovat a podrobit je
v nezavislych pokusech ndhodnému S$tépeni druhou restriktdzou a naopak. Je ziejmé, ze
analyzovand molekula sestdva ze Ctyt restrikénich fragmentd typu A neboli obsahuje tii
restrikéni mista $tépena restriktdzou A. Pivodni molekula obsahuje 3 - 1= 2 restrik¢éni mista
pro restriktdzu B a jejim St€penim vznikly tfi fragmenty. Celkovy pocet restrikénich mist pro
ob¢ restriktazy je 6 - 1= 5. Protoze restriktaza B ma na molekule pouze 2 restrikéni mista,
mohou maximalné dva ze ¢ty primarnich fragmentl ziskanych pomoci restriktdzy A dat
vznik dvéma sekundarnim fragmentiim po nasledném ptisobeni restriktazy B, coz se praveé
stalo v naSem piipad¢. Tento zavér lze s jistotou vyslovit pouze tehdy, jsme-li schopni
vSechny fragmenty na zaklad¢ -elektroforetického stanoveni velikosti odlisit. Soucet
gjisténych délek fragmentit po uplném Stépeni restriktizou se musi rovnat délce piivodni
molekuly DNA (v naSem p¥ripadé 5 000 bp).



Urcity fragment typu A se prekryva s ur€itym fragmentem typu B tehdy, obsahuji-li
oba sekundarni fragmenty stejné délky nebo je-li délka primarniho fragmentu napt. typu A,
ktery se dale druhou restriktdzou nestépi, totozna s délkou sekundarniho fragmentu vzniklého
z primarniho fragmentu typu B. Prvni pfipad lze ilustrovat na ptikladu primarnich fragmentt
A4 a B2 (obr. 1). Tyto primarni fragmenty se piekryvaji v oblasti svych sekundarnich

fragmentt o délce 300 bp.

Obr. 1. Priklad mapovani DNA genomu o velikosti 5000 bp pomoci restriktaz A a B.

Restriktaza A B
Fragment Al A2 A3 A4 Bl B2 B3
Velikost primarniho fragmentu | 2200 | 1400 | 900 | 500 | 2500 | 1300 | 1200
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Druhy pfipad lze demonstrovat na fragmentech A3 a B3 (obr.1). Primarni fragment A3
se restriktdzou B nestépi a je totozny se sekunddrnim fragmentem o délce 900 bp vzniklym
ucinkem restriktdzy A na primdrni fragment B3. Protoze se fragment B3 piekryva jak s
fragmentem A3, tak s fragmentem Al, lze uzaviit, Ze fragment A3 sousedi s fragmentem Al,
a to v orientaci zndzornéné na obr. 1. Na zaklad¢ obdobné uvahy lze do sousedstvi fragmentu
B3 zaradit fragment B1, ktery se prekryva s fragmentem Al svym sekundarnim fragmentem
1900 bp vzniklym S$tépenim restriktazou A. Vedle restriktu Al lezi A2 piekryvajici se
s fragmentem 600 bp Bl a vedle Bl lezi B2 piekryvajici se s A2 fragmentem 800 bp.
Sekvenci fragmentd typu A uzavirda koncovy fragment A4 (500 bp) prekryvajici se
s fragmentem B2 (500 bp). Na zéklad¢ tohoto sefazeni fragmentt 1ze sestrojit restrikéni mapu
pro restrikéni mista typu A 1 B. V uvedeném piipad¢ bylo postupné pfitazovani v kazdém
kroku jednoznac¢né. To ale nemusi platit obecné. V nejednoznacnych piipadech je tfeba pouzit
bud’ dalsi restriktdzy, nebo pomocnou metodu zalozenou na jiném principu. V nékterych
pripadech lze spravné tazeni fragmentd urcit i na zdklad¢ Stépeni jedinou restrikéni
endonukledzou. Porovnava se velikost fragmenti po uplném a céasteném Stépeni
analyzovanych molekul DNA. Napi. po caste¢ném Stépeni jiz diive popsané molekuly
restriktazou B vzniknou navic fragmenty o délce 3 700 bp a 3 800 bp, coz znamena, Ze
fragment B1 musi na jedné stran¢ sousedit s B3 a na druh¢ stran¢ s B2, nebot’ B1+ B3 =2 500
+ 1200 = 3700bpa B1+B2=2500+ 1300 =3 800 bp.

Konstrukce restrikéni mapy

1. Izolace DNA

2. Rozd¢leni vzorku na 2 ¢asti. Prvni ¢ast §tépime restrikéni endonukledzou A,
druhou ¢ast Stépime restrikéni endonukledzou B.

3. Separace vzniklych restrikénich fragmentii na agarézovém gelu pomoci
elektroforézy.

o Kazdy pruh na gelu odpovida fragmentu o urcité velikosti. Cim kratsi
fragment, tim rychleji se pohybuje.

o Velikost fragmentii Ize stanovit podle standardu.

o Soucet délek fragmentu udava celkovou velikost (v bp).

4. Po osvétleni UV svétlem zjistime polohu fragmenti a izolujeme je (kazdy zvIast').

5. Izolované fragmenty podrobime naslednému $té€peni druhou restriktazou.

6. Na zakladé¢ prekryvani primarnich restrikénich fragmentl v oblasti sekundarnich
fragmentll sestavime restrikéni mapu.




Pro konstrukei restrikéni mapy DNA, jejiz velikost se pohybuje fadové v jednotkach kilobazi,
se pouziva néktera z nasledujicich metod:

1. Stépeni DNA dvéma nebo vice restriktdizami a vyhledavani piekryvajicich se
restrik¢nich fragment (obr. 1). Postup je vhodny v ptipadech, kdy celkovy pocet restrikcnich
mist na molekule DNA neni pfili§ vysoky. DNA se S$tépi nejdiive kazdym enzymem
samostatné¢ a dale pak vzdy dvéma enzymy soucasné. Stanovi se velikosti vytvofenych
fragmentli v kazdém ze Sté€peni a srovnanim jejich délek se ur¢i polohy restrikénichch mist
pro kazdy enzym. Lze postupovat rovnéz tak, ze fragmenty vzniklé st€penim jednoho enzymu
jsou oddéleny a po izolaci z gelu St€peny dalsSim enzymem.

2. Castetné $tépeni DNA a separace fragment vytvofenych elektroforézou. Oddélené
fragmenty jsou jednotlivé izolovany z gelu, doStépeny stejnou restrikéni endonukleazou
a vzniklé subfragmenty znovu separovany. Soubory vzniklych subfragmenti jsou pak
pfifazeny k prvotnim fragmentim.

3. Césteéné $tépeni DNA radioaktivné znadené na jednom z konct, elektroforeticka
separace vytvorenych fragmentl a odecteni jejich délek z autoradiogramu. Délky vytvorenych
fragmentli odpovidaji ptimovzdalenostem restrik¢nich mist pouzitého enzymu od znaceného
konce vychozi molekuly DNA. Tento postup je vhodny u vétSich molekul, které enzym Stépi
na vice mistech.
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