o Restrikcni mapovani

lldikd Németh, Marek Motola, Tomas Merta




Co je to restrikcni
stepeni?
@& Rozstépeni DNA ve specifickych

restrikCnich mi§tech pomoci
ENDONUKLEAZ (restricnhich enzymu)




Restrikcni endonukleazy

®

Jsou enzymy bakterialniho puvodu

® Endonukleaza je enzym stépici nukleovou kyselinu uvnitr
fetézce na vice kratSich fragmentu

® RestrikCni endonukleaza nestépi DNA kdekoliv, ale
rozpoznava specifickou dvouretézcovou sekvenci bazi v
molekule DNA

@ VeétSina restrikénich enzymu ma rozpoznavaci mista, ktera se
skladaji ze &tyr nebo Sesti paru bazi

& Prizmeéne jediné baze dojde ke zruseni cilového mista a DNA
zde tedy nebude stépena

& RestrikCnich endonukleaz je znamo nekolik tisic




Identifikace restrikénich mist

restrikéni misto
Alu | AG/CT
Sau 3Al | GTAC

Msp |

SG.G.G.CIG.T.AC. AT.AGIC.T. ACC.G.G.C AAGC.TAT.G.G.T.®




napfr. Eco R1 - restriktaza izolovana z
Escherichia coli, ktera specificky Stipe v
sekvenci GAAATTC

|

AATGCTAATGCCTAGTCAAGCTTTCATCGAGAATTCCAGTCGAA
TTAGCTTTACGGATCAGTTCGAAAGTAGCTCTTAAGGTCAGCTT

|

AATGCTAATGCCTAGTCAAGCTTTCATCGAG AATTCCAGTCGAA
TTAGCTTTACGGATCAGTTCGAAAGTAGCTCTTAA GGTCAGCTT




® Stépeni vzorku genomové DNA
enzymem EcoRI vytvori soubor
pfiblizné jednoho milionu fragmentu, z
hichz kazdy ma svuj konkrétni lokus v
genomu

@ Specifickou sekvenci tedy muzeme
vysetrit priblizne u jednoho milionu mist
vV genomu




Vsechny molekuly DNA stépené enzymem EcoRI
maji identicke jednoretézcove kohezni konce.

Ty jsou nezavislé na povaze sekvenci sousedicich se
specifickym mistem enzymu EcoRI.

Prostifednictvim enzymu DNA-ligazy lze fragmenty
vznikl€ rozstépenim enzymem EcoRI spojovat
dohromady in vitro

Vznika tzv. rekombinantni molekula DNA

AATGCTAATGCCTAGTCAAGCTTTCATCGAG AATTCCAGTCGAA
TTAGCTTTACGGATCAGTTCGAAAGTAGCTCTTAA GGTCAGCTT




Kohezni konec

Zarovnany konec
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EcoRl1 cleavage sites
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Vektory

® Derivaty virovych chromosomu a plasmidu

@® Vystrihnuta nukleotidova sekvence se vklada do
vektoru za ucelem jeji replikace

& Plazmidovy vektor-dvouretezcova molekula DNA od
1kb do 200kb

® Obsahuji pouze jedno restrikCni misto pro danou
endonukleazu




Restrikcne mapy

@ Pri pouziti vice endonulkeaz zostrihame
molekulu DNA na kratsi fragmenty -
jejich délka 102 - 103 bazi

® Vzniklé fragmenty je mozno rozdelit
podle jejich delky gelovou
elektroforéezou

® Nejkratsi useky dojedou nejdal
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Jako na to?

*1.krok: Odhadneme velkost zostrihanej DNA v bp
(paru bazi) pomoci markru

2 krok: Zistime priemernu velkost DNA-vime totiz, ze
DNA je stale rovnaka | kdyz se stepi vice restriktazami

*3.krok: Postupne na DNA pusobime najdrive jednou
restriktazou, nasledne 2 a potom muzeme pokracovat
pripadne i s vicerymi pre lepsiu Secifickost

4 krok: Elektroforeticky zistime velikosti sekvencii, na
ktoré nam restriktazy rozstrihali molekulu DNA

*5.krok:Vytvorime logicku kombinaciu udaju z
elektroforézy a zakreslime mapu




*Pre vytvoreni restrikcni mapy
DNA sa pouziveju specialne
restriktazy a taky sa nepracuje s
cirkularnou molekulou DNA-ktora
sa casto objevuje vo vyskumnych
pracach pre svoju ,lehku”
skumatelnost-ale precujeme s
linearnou molekulou na ktorej je
tento proces namahavejsi
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Pri mutaci na
restrikcnim miste

® Endonukleaza nenalezne restrikcni
misto tudiz nemuze DNA v daném
miste rozstepit

® Vzniklé fragmenty maji jiné delky nez
fragmenty DNA ktera nepodlehla mutaci

® Porovnanim téchto fragmentu Ize zjistit
pripadné mutace




Vyuziti

® Jeden z prvnich kroku pfi charakterizaci DNA o
neznameé sekvenci

® \yuziti v lekarske genetice v technologii
rekombinantni DNA

® Vysetfeni specifické sekvence nukleotidl v ramci
restrikCnich mist pro danou endonukleazu v genomu

& Tvorba rekombinantni molekuly DNA, jejiz jeden
konec pochazi z jednoho a druhy konec z druheho
zdroje DNA (napr.vyroba lidskeho inzulinu in vitro)




