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Restrikéni analyza je molekularné biologickd metoda, kterd je vyuZzivana pii DNA
diagnostice.

Princip: Metoda je zalozena na principu polymerdzové fetézové reakce, kdy je
amplifikovana cilova sekvence, kterd je v nasledné reakci St€pena pomoci bakteridlnich
endonukleas (,,restriktas*). Restrikéni endonukleasy (RE) jsou enzymy, které se vyvinuly
béhem evoluce u bakterii k $tépeni cizi DNA. RE dokazi stépit DNA, pokud obsahuje
urCitou presné definovanou sekvenci nukleotidli. Nazvy RE jsou odvozeny od jejich
ptivodce - napt. EcoRI od E. coli, kdy RE rozpoznava specifickou oblast GAATTC (jedna
se Casto o palindromatickou sekvenci).

5-CCT GUAATTC AGG-3’
3’-GGA CTTAANG TCC-5

Sipky naznaGuji misto §tépeni DNA. Stépeny jsou vnitini fosfodiesterové vazby. Pfi
detekci SNP (Single Nucleotide Polymorphism = jednonukleotidovy polymorfismus) je
RE enzym volen tak, aby $tépil DNA pravé v misté tohoto polymorfismu. RE maji
specifickou teplotu, pfi které Stépeni probihd optimalné. Restrikéni fragmenty jsou poté
elektroforeticky separovany.

Priklad: Mate vybrany gen, ve kterém se vyskytuje SNP (zaména A a C v pozici 100).

Kdyz jste po amplifikaci PCR ziskal fragment o velikosti 350bp a produkt nechate

restrik¢né Stépit pomoci EcoRI, tak v piipad¢, ze vzorek je:

- homozygot C/C, ziskate pouze jeden band na gelu o velikosti 350bp (protoze RE
nerozpoznal misto Stépeni),

- homozygot A/A , ziskate dva prouzky na gelu o velikosti 100 a 250bp (protoze RE
rozpoznal misto Stépeni),

- heterozygot A/C, ziskate 3 prouzky na gelu o velikosti 100, 250 a 350bp (protoze RE
rozpoznal misto §tépeni na jedné z alel).



