Polymorfismus délky restrikénich fragmentu

Mezi nejstarSi a doposud nejrozsirenégjsi techniky pouzivané v DNA diagnostice patfi bezesporu restrikéni analyza
(restriction fragment length polymorphism, RFLP). Vyuziva bakteridlnich endonukleas (restriktas), které dokazi
Stépit DNA, pokud obsahuje urcitou presné definovanou sekvenci nukleotid(. Bakterie se pomoci téchto enzymd
brani pred infekci viry: virovd DNA m{ze byt snadno rozstépena, na rozdil od vlastni nukleové kyseliny, ktera je
pred degradaci chranéna methylaci.

Usek DNA, ktery bude endonukleasou rozpoznan a $tépen, je dlouhy zpravidla jen nékolik parl bazi a ¢asto jde o
palindromatickou sekvenci. Diky tomu méze vytvorit smycku, kterou enzym snaze najde a odstrihne. Pokud jedna
alela urcitého genu obsahuje rozpozndvaci sekvenci, zatimco jina nikoliv, bude DNA prvni alely rozstépena, zatimco
DNA druhé alely zlstane vcelku. Pri elektroforéze fragmentd pak pro rozstépenou sekvenci nalezneme dva kratsi
Useky, kdezto nerozstépena DNA vytvori v gelu jen jeden prouzek odpovidajici delsi sekvenci o pivodni délce.

Prikladem muze byt endonukledza Kpnl. Jejim zdrojem je bakterie Klebsiella pneumoniae OK8. Sekvence, kterou
tato endonukledza dokaze rozpoznat, je GGTACC (vSimnéte si, Ze jde o palindrom), pficemz oba retézce
dvousroubovice prerusi mezi cytosiny (tj. dvousroubovice DNA bude mit po rozStépeni ,nerovny konec"):
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V tabulkach restrikénich enzymd bude obvykle charakterizovana zépisem . s — —
GGTAC™C. T : —— "
Jednotlivé endonukleasy se lisi podminkami, za nichZ optimélné pracuiji. - -
Mnoho z nich pracuje pri vysSich teplotach, v roztocich s vyssim obsahem ) o -

soli apod. Nap¥. Tail je endonukleasa izolovana z termofilni bakterie Endonukleaza nenastépila ani jednu alelu u

A, zatimco u B nastépena jedna alela. Na
elektroforéze se restrikéni segmenty objevi
jako dvé nové linie.

Thermus aquaticus Cc1-331. Jeji rozpoznavaci sekvence je ACGT”™ (opét
jde o palindrom). Ke své praci vyzaduje teplotu kolem 65 °C a pufr s vyssi
iontovou silou. Informace o jednotlivych restrikénich endonkleazach,
mikroorganismech, ze kterych byly izolovany, cilovych sekvencich apod.
shromazduje REBASE (http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html) (The Restriction Enzyme Database).

Externi odkazy

= RFLP na NCBI (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/probe/docs/techrflp/)
= RFLP na strdnkdch Genetika - Biologie (http://www.genetika-biologie.cz/rflp)
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