4. loha. Restrik¢éni mapovani DNA

Mapovani restrikcnich fragmentti DNA lze s fadou vyhod provadét po jejich naklonovani do
vektori, obsahujicich polylinkery se §t€épnymi misty pro rizné restriktazy. Restrikéni mista
polylinkeru pak vymezuji konce restrik¢niho fragmentu a kombinovanym $tépenim
jednotlivymi restriktdzami lze pomérné snadno sestrojit restrikéni mapu fragmentu.

Jednim z vhodnych vektort je plazmid pUCIS8.

K vlastnimu mapovani mizeme pouzit riizné strategie, zvlasté¢ vhodnou je kombinované
Stépeni DNA nékolika raznymi RE

Material: Rekombinantni plazmid pUC18 nesouci 5 kb (4992 bp) inzert cizorodé DNA (ve
formé DNA), plazmid pUC18 (ve form& DNA), zatfizeni pro elektroforézu a vyhodnocovani
elektroforetickych gelt, standardy molekulové hmotnosti (napt. DNA faga lambda Stépena
EcoRI/HindIII + HindIII), restrikéni endonukledzy EcoRI, Pstl, Pvull, Ndel, SnaBI a Xhol
Stépici pufry, mikrozkumavky, pipety, Spicky, vodni lazen, termostat

Postup:
1. Provedeme izolaci rekombinantniho plazmidu pUC18 obsahujiciho Eco RI inzert cizorodé

DNA.

2. Stanovime velikost inzertu (naklonovaného restrikéniho fragmentu) Stépenim
rekombinantniho plazmidu RE Eco RI, ktery(¢é) byl (y) pouzit(y) ke klonovani

3. Rekombinantni plazmid §tépime vybranymi restriktdzami: EcoRI, Pstl, Pvull, Ndel, SnaBI
a Xhol

- jednotliveé

- soucCasné EcoRlI a dalsi (ptipadné tfemi)

3.Stanovime velikost vzniklych restrikénich subfragmentt

4. Hodnoty ziskané v bodé 1) a 3) uspotadame do tabulky a logickou tivahou uspotadame
restrikéni mista na restrikénim fragmentu, piipadné nakreslime restrikéni mapu.

Priklad:
do restrikéniho mista ECORI vektoru pBR322 byl naklonovan restrikéni fragment. K
mapovani bylo pouzito Pstl, jejiz §t€pné misto je vzdaleno od ECORI mista 764 bp.

Postup: provedeme nasledujici Stépeni:
1 - pBR322/EcoRI

2 - pPBR322+inzert/EcoRI

3 - pBR322-+inzert/Pstl + EcoRI

Pufry pro Stépeni 2 enzymy soucasn¢ volime podle ptilozené tabulky. V ptipad¢ nutnosti
nasledného §tépeni pouZzijeme jako prvni puftr s niz§im obsahem soli.

Velikost DNA fragmenti se stanovi z elektroforetogramu na zakladé srovnani s mobilitou
standardnich DNA fragmentt. Z velikosti jednotlivych fragmentl se sestavi restrikéni mapa.



