A PATENTOVY SPIS | (11) Cislo dokumentu:
| | 291 877

19) (21) Cislo prilsdky: 1994 - 669 '
ESKA (13) Druh dokumentu: B 6O
REPUBLIKA 22) Prihldfeno:  24.09.1992 , ,
(30) Prévo prednosti: (31)mt.c1.:
24.09.1991 EP 1991/91402542 . C12Q 1/68
(40) Zvetejntno:  15,12.1994
(Véstnik &. 12/1994)

(47) Udtleno: 10.04.2003

(24) Oznimeno ud&leni ve Véstniku: 18.06.2003
(Véstnik & 6/2003)

(86) pcT &slo: PCT/EP92/02216

(87) PCT &islo zvefejntni: WO 93/006239

URAD
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(73) Maitel patentu: ’ identifikuji nebo izoluji.
Keygene N.V., Wageningen, NL; '

(72) Pivodce vynilezu:

Zabeau Marc, Gent, BE;
Vos Pieter, Renkum, NL;

(74) Zastupce:
Viete¢ka Milo$ JUDr., Héll;ova 2, Praha 2, 12000;

(54) Nazev vynélezu:
Zpiisob amplifikace pfinejmen3im jednoho
restrik&niho fragmentu z v{chozi DNA a zpisob
piipravy sestavy amplifikovanych restrik¥nich
fragmenti
(57) Anotace:
Zptisob amplifikace pfinejmen3im jednoho restrikéniho
fragmentu z vjchozi DNA, pfi kterém se (a) vychozi DNA
Stépi pfinejmensim jednou restrikéni endonukledzou a ziskaji
se restrikéni fragmenty, (b) tyto fragmenty se liguji s alespori
jednim syntetickym dvoufetézcovym oligonukleotidovym
adaptorem, jeho¥ jeden konec je kompatibiln{ pro ligaci
s jednfm nebo ob&ma konci restrikénich fragmentt, &fm2 se
pipravi oznagené restrikéni fragmenty, (c) tyto fragmenty se
za hydridizatnich podminek pfivedou do kontaktu s alespoi
jednim oligonukleotidovym primerem, pfiSem? tento primer
nebo primery obsahuji nukleotidovou sekvenci parujici s &sti
rozpoznivaci sekvence restrikéni endonukledzy pfitornné
v oznaceném restrikénim fragmentu a také parujici s Sasti
adaptorové sekvence, pfitemZ alespon jeden z uvedenych
primert obsahuje na svém 3'-konci zvolenou sekvenci
obsahujici pfinejmensim jeden nukleotid umistény
bezprostfedng vedle nukleotidi Giéastnicich se vytvoFeni dané
rozpoznavaci sekvence, (d) oznalené restrikéni fragmenty
hybridizované na uvedeny primer nebo primery se amplifikuji
v pfitomnosti poZadovanych nukleotidi 2a DNA polymerazy
nebo se provede elongace t&chto hybridizovanych primert
podél oznagenych restrikénich fragmentt, a () amplifikované
nebo elongované DNA fragmenty ziskané ve stupni (d) se
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Zpisob amplifikace pfinejmensim jednoho restrikéniho fragmentu z vychozi DNA a zpisob
pFipravy sestavy amplifikovanych restrikénich fragmenti

Oblast techniky

Vynalez se tyk4 zpiisobu selektivni amplifikace pfinejmensim jednoho restrikéniho fragmentu
aplikaci otiskii DNA a pouZiti DNA markerd vfadé riznych aplikaci v&etné kfiZeni rostlin
a Zivodichd, identifikace kultivard, v diagnostickém lékafstvi, pfi diagnéze riznych chorob
urostlin i u Zivo&ichi, pti identifikaci geneticky podminénych chorob u &lovéka, pfi analyze
piibuzenskych vztahii, v kriminalistice a pfi urfovéni typli mikroorganismi. Krom& toho do
rozsahu feSeni naleZi zpisob pfipravy sestavy amplifikovanych restrik&nich fragmenti.

Konkrétng je moZno uvést, 7e se vyndlez tykd zplsobl aplikaci otiski DNA a detekce
specifického znadeni DNA v genomech od mikroorganismi aZ k vy38im rostlindm, Zivo€ichim
a &lovéku. S vynilezem rovn&Z souvisi syntetické molekuly DNA a produkty na jejich bazi pro
pouZiti v riznych oborech.

Dosavadni stav techniky

VyuZivani otiski DNA, stejné jako dal$i metody pro mapovani gent, identifikaci a analyzu DNA
se tykaji charakterizace podobnosti nebo odlisnosti genetického zékladu nebo genomu jednotliv-
ce, variety nebo rasy nebo druhy. Obecnym pravidlem je, Ze &im blizsi je geneticka p¥ibuznost,
tim vé&tSi je podobnost genomi, v disledku toho budou odliSnosti genomi vzacnéjsi. Tyto
podobnosti nebo odli§nosti je mozno odhalit analyzou DNA po jejim rozitépeni pomoci
restrikénich endonukleaz. Restrikéni endonukledzy jsou enzymy, které rozpoznivaji kritké
fetézce nukleotidd, obvykle 4 aZ 8 bazi. Jejich pusobenim dochazi k roz$tépeni obou fetézci
DNA za vzniku fragmenti DNA s uritou délkou. Vzhledem k vysoké spec1ﬁcnost1 téchto
fetézcd je DNA §tépena restrikénimi endonukledzami velmi specifickym zpisobem. Vysledkem
je, ze vznika reprodukovateln4 sestava fragmenti. Fragmenty DNA je moZno frakcionovat podle
jejich vzniku typickych pésd, které tvofi otisk DNA v genetickém zikladu organismu.

V piipadg, Ze se porovnavaji otisky velmi blizce pfibuznych druhi, variet nebo ras mohou byt
ziskany otisky totoZzné nebo velmi podobné. V piipadg, Ze jsou pozorovany rozdily u jinak
identickych otiski DNA, hovofi se o polymorfii DNA. Jde o nové fragmenty DNA, které se
objevuji v otisku. DNA je pak v této poloze polymorfni a novy fragment DNA je moZno vyuzit
jako DNA marker. Polymorfie DNA detekovana v otiscich DNA ziskanych. pomoci Stépeni
restrikénimi enzymy muiiZe byt zpisobena kteroukoliv z nasledujicich zmén v fet€zci DNA:
mutace, které odstrani rozpoznavaci misto restrikéni endonukleézy, mutace, jejichZ disledkem je
vznik novych rozpoznavacich mist, inzerce, delece nebo inverze mezi dvéma restrikénimi misty.

Polymorfizmus DNA tohoto typu se obecné oznaluje jako RFLP, polymorfizmus délky
restrikénich fragmentt (,,Restriction Fragment Length Polymorphisms ‘). Takové zmény, které
jsou diisledkem mutaci se budou chovat jako neSkodné genetické markery v pfipadg, Ze se budou
dé&lit d&ditnosti Mendolova typu. V disledku toho je moZno polymorfizmus DNA vyuZit jako
genetické markery obdobnym zpisobem jako jakékoliv jiné genetické markery: pfi prikazu
rodidovstvi, pfi genetickych studiich, tykajicich se dédi¢nosti riznych vlastnosti a také v riznych
ptipadech identifikace jednotlivci.

V ptipad€ téméf viech Zivych organismi s vyjimkou vird vznika pti restrikénim $t€peni veskeré
DNA genomu organizmu tak velké mnoZstvi pasi, Ze neni mozné vyhodnotit obsah vech té&chto
past. Z tohoto diivodu jsou viechny metody pro detekovani DNA zaloZeny na principu, pfi jehoZ
provadéni se vizualizuje jen mal4 frakce fragmentii DNA, takZe vznikd jednoduch4 sestava pést,
ktera tvori otisk DNA.
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Nejroziifen&jsi postup spoliva v tom, %e se DNA organismu rozitépi pisobenim restrik&nich
endonukleaz, restrikéni fragmenty se podrobi frakcionaci pf pouZiti elektroforézy na gelu,
fragmenty frakcionované DNA se pfenesou a navaZou na membriny, naleZ se membrana
hybridizuje specifickym fragmentem DNA (,,sonda®). Fragment DNA vytvofi dvojfetézcovou
molekulu DNA s DNA fragmentem (nebo fragmenty) na membran& s obsahem komplemen-
tarnich nukleotidovych fetézcl. V pfipadg, Ze je sonda opatfena znadkou s vizualizovatelnym
markerem, je moZno vizualizovat také fragment DNA, s nimZ je sonda spojena. Tento postup se
obvykle oznatuje jako hybridizace Southernova typu nebo Southern blot. V pfipadg, Ze je moZno
prokazat rozdily ve velikosti odpovidajicich restrikénich fragmenti,, na n&Z se sonda vaZe v blizce
ptibuznych molekulich DNA genomu, oznaduji se tyto rozdily jako polymorfizmus, specificky
polymorfizmus délky restrikénich fragmenti. Rozdily v délce restrikénich fragmentdi odpovidaiji
riznym alelovym formdm genetického mista, které jsou rozpoznivany sondou. PfestoZe je
Southernova metoda otiskovana DNA $iroce pouZivéna, je tato metoda velmi pracni a velmi
néaro¢na na ¢as.

Mimoto ma tato metoda malou rozli§ovaci schopnost a je tedy moZno ji pouZit pouze k vyhodno-
covani jednotlivych mist nebo malého mnoZstvi mist maximélng v jedné reakci.

Technika PCR (fetézova reakce s pouZitim polymerdzy) je metoda pro syntézu specifickych
fragmentd DNA in vitro. Metoda je zaloZena na pouZiti specifickych oligonukleotidi, které se
mohou vizat na urtité specifické fetézce v molekule DNA a na pouZiti DNA-polymerazy, stalé
pfi vy83i teploté. Oligonukleotidy jsou zkonstruovény tak, Ze se mohou vazat na opa&né konce
fet&zcli DNA a slouZi jako primery pii syntéze DNA takovym zpiisobem, Ze kazdy z nich povede
k syntéze novych fetézch DNA. To znamen4, %e v prib&hu jednoho cyklu syntézy se vytvori
mezi primery Uplna kopie molekuly DNA, pfi¢emz DNA mezi primery je zdvojena. V priib&hu
kaZdého cyklu syntézy DNA tak dochazi ke zdvojeni mnozstvi DNA, coZ vede k amplifikaci
DNA mezi obéma primery. V disledku toho miiZe technika PCR umoznit syntézu pfesného
segmentu DNA pfi pouZiti jen malého mnoZstvi ,,substratové DNA¥.

Podstata vynélezu

Podstatu vynalezu tvofi novy zplisob amplifikace restrik&nich fragmenti, které byly ziskany po
roz§tépeni DNA ur€itého organismu pomoci alespoti jednoho restrik&niho enzymu, pfi pouZiti
PCR. Pii této nové aplikaci metody PCR nejsou pouZité nukleotidy namifeny proti zndmému
fetézci DNA, av3ak jsou zkonstruovény tak, Ze rozpoznévaji zakondeni restrikéniho fragmentu.
K tomuto uCelu je zapotfebi modifikovat tato zakondeni restrik&nich fragmentt navazinim
oligonukleotidovych linkerii (adaptori). Divodem pro toto opatfeni je skutetnost, Ze konce
restrikénich enzymi maji obvykle pouze nékolik nukleotidi (2 aZ 8 nukleotidl), coZ je pfili§
malo pro pouZiti t&chto struktur jako primert pfi amplifikaci pomoci PCR.

Vynilez se tedy tyka zpisobu amplifikace pfinejmen$im jednoho restrikéniho fragmentu
z vychozi DNA, pfi¢emZ podstaty tohoto postupu spo&iva v tom, Ze se

(a) V}"chozi DNA 3tépi pfinejmensim jednou restrikéni endonukledzou a ziskaji se restrikéni
fragmenty,

(b) ziskané restrikéni fragmenty se liguji s alespoii jednim syntetickym dvoutetézcovym oligo-
nukleotidovym adaptorem, jehoZ jeden konec je kompatibilni pro ligaci s jednim nebo ob&ma
konci restrikénich fragmentil, ¢imZ se pfipravi ozna&ené restrikéni fragmenty,

(c) ziskané oznaCené restrikéni fragmenty se za hybridiza¢nich podminek pfivedou do kontaktu
s alespoti jednim oligonukleotidovym primerem, pfi¢emZ tento primer nebo primery obsahuji
nukleotidovou sekvenci parujici s &asti rozpozndvaci sekvence restrikéni endonukledzy ptitomné
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v oznateném restrikénim fragmentu a také parujici s ¢asti adaptorové sekvence, pfi¢emz alespoii
jeden zuvedenych primerd obsahuje na svém 3'-konci zvolenou sekvenci obsahujici pfinej-
men$im jeden nukleotid umistény bezprostfedné vedle nukleotidi ucastnicich se vytvofeni dané
rozpoznévaci sekvence,

(d) oznadené restrikéni fragmenty hybridizované na uvedeny primer nebo primery se amplifiku;ji
v pfitomnosti poZzadovanych nukleotidd a DNA polymerazy nebo se provede elongace téchto
hybridizovanych primert podél oznagenych restrikénich fragmentt, a

(e) amplifikované nebo elongované DNA fragmenty ziskané ve stupni (d) se identifikuji nebo
izoluji.

Ve vyhodném provedeni tohoto postupu primer nebo primery obsahuji sekvence, které maji
stejnou nukleotidovou sekvenci jako termindlni ¢asti fetézcl na koncich uvedenych oznacenych
restrikénich fragmentl, véetné nukleotidi ucCastnicich se tvorby rozpoznavaci sekvence pro
uvedenou restrikéni endonukledzu a véetné pfinejmensim &asti nukleotidi pfitomnych v ligova-
nych adaptorech, pfi¢emZ pfinejmensim jeden zuvedenych primeri ma na svém 3'-konci
zvolenou sekvenci obsahujici pfinejmen$im jeden nukleotid umistény bezprostfedné vedle
nukleotidi ucastnicich se vytvofeni rozpoznavaci sekvence pro uvedenou restrikéni endo-
nukleazu.

Podle dalsiho vyhodného provedeni maji primer nebo primery sekvence pfesné pérujici
s konstantni DNA sekvenci, tvofenou ¢&asti rozpoznavaci sekvence restrikéni endonukleazy
a sekvenci adaptoru. Pfi tomto postupu pfinejmensim jeden primer obsahuje vyhodné zvolenou
sekvenci 1 aZ 10 nukleotidi. Podle daldiho vyhodného provedeni primery obsahujii 10 aZ
50 nukleotidi a rozpoznavaci sekvence restrikéni endonukleazy obsahuje 4 az 8 nukleotidt.

Rovnéz je pfi provadéni ‘postupu podle vyndlezu vyhodné, jestlize nukleotidové sekvence

* primert parujici s adaptorem obsahuje 10 az 30 nukleotidd.

Adaptory jsou vyhodné konstruovany takovym zpiisobem, Ze odpovidajici rozpoznavaci sekven-
ce endonukleazy neni pfi hybridizaci adaptoru na oznadené restrikéni fragmenty rekonstruovéna,
pfi¢emzZ primer nebo primery pfedstavuji oligonukleotidy obsahujici konstantni sekvenci pfesné
parujici s alespoti jednim koncem sekvence alespori jednoho oznaceného restrikéniho fragmentu
ve smési, pfiemZ tato konstantni sekvence dané restrikéni endonukledzy a pfinejmensim jeden
zuvedenych primeri obsahuje na svém 3'—konci nukleotidové sekvence uCastnici se tvorby
rozpoznavaci sekvence 1 aZ 10 dalSich zvolenych nukleotidd.

Sekvence nukleovych kyselin ve vychozi DNA je podle dal§itho vyhodného provedeni alespoii
zCasti neznama.

P1i provadéni postupu podle vynalezu je vyhodné, jestliZe se pouziji nejméné dvé od sebe odlisné
restrikéni endonukleazy.

Podle dalsiho vyhodného provedeni postupu podle vynélezu vSechny primery obsahuji stejnou
konstantni nukleotidovou sekvenci. Rovnéz je vyhodné jestlize pfi provadéni tohoto postupu
podle vynélezu pouZije smés riznych primert. Pfinejmensim jeden primer obsahuje vyhodné na
svém 3'—konci 1, 2 nebo 3 zvolené nukleotidy.

Podle dal$iho vyhodného provedeni postupu podle vynilezu se ve stupni (a) pouZiji dv€ odli$né
restrikéni endonukleazy, pfitemZ pfinejmen$im jeden dvoufetézcovy synteticky oligonukleotid
pouZity jako adaptor pro jednu z endonukledz je biotinylovan.
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Podle dal$iho vyhodného provedeni postupu podle vynalezu je alespoii jeden primer znadeny.
Pocet selektivnich nukleotidi se vyhodné voli k omezeni pottu amplifikovanych restrik&nich
fragmentii na 5 az 200.

Ve vyhodném provedeni se podle vynalezu jako vychozi DNA k amplifikaci pouZije DNA
genomu z lidského nebo Zivodi§ného vzorku, zv1asté z tkin& nebo z krevniho vzorku, pfitem? je
rovn€z vyhodné, jestlize se k amplifikaci pouZije DNA genomu rostliny nebo rostlinné tkang.
Podle dalSiho vyhodného provedeni se jako vychozi DNA k amplifikaci pouZije DNA mikro-
organizmu.

Tento postup podle pfedmétného vyndlezu muZe slouZit i identifikaci polymorfizmu DNA
genomu mikroorganizmu, rostliny nebo ZivoSicha, v&etn& &lov&ka, nebo fragmenti DNA,
vzajemné nebo ve vztahu k odpovidajici pfedem stanovené standardni DNA.

Kromé toho postup podle vynilezu miZe slouZit k identifikaci polymorfizmu DNA souvisejiciho
s geneticky podminénymi vlastnostmi u &lovéka, nebo geneticky podminénymi vlastnostmi
u Zivo¢ichll nebo pro identifikaci geneticky podminénych vlastnosti u rostlin a pro identifikaci
znaCeni DNA na bazi tohoto polymorfizmu DNA.

Podle dal$iho vyhodného provedeni postupu podle vynalezu se srovnavaji alespoii dva nebo vice
amplifikovanych nebo elongovanych fragmentii DNA, identifikované nebo generované ve stupni
(e) uvedeného zplisobu pro detekci podobnosti mezi rostlinnymi nebo Zivoginymi varietami,
druhy, kultivary, mikroorganizmy, nebo pro hodnoceni genetické odlidnosti a charakteristiky
uvedenych rostlinnych nebo Zivo&i§nych variet, druht, kultivari, mikroorganizmd.

Amplifikované nebo elongované frégnienty DNA produkované ve stupni (e) se ve vyhodném
provedeni identifikuji nebo izoluji ve formé€ DNA otiskil.

Identifikace DNA markerti vazanych s genetickym znakem vhodng zahrnuji identifikaci poly-
morfizmu mezi vychozimi DNA ze stejnych Zivo&isnych druhi s odli$nymi genetickymi znaky a
uvedeni tohoto polymorfizmu do korelace s fenotypem uvedeného genetického znaku.

Vyhodné postup amplifikace podle pfedmétného vynalezu dale zahrnuje stupné:

(f) izoluje se alespoii jeden identifikovany nebo regenerovany DNA fragment ve stupni (e),

(g) stanovi se nukleotidova sekvence prvnich 8 aZ 10 nukleotidovych zbytkii vnitfng ptiléha-
jicich na rozpoznavaci sekvenci restrikéni endonukledzy na obou koncich uvedenych DNA
fragmentu,

(h) zkonstruuji se oligonukleotidové primery s nukleotidovou sekvenci podle primeri ze stupné
(¢) znaroku 1, pfi¢emz zvolena sekvence nukleotidii obsahuje 5 aZ 10 nukleotidovych zbytkd
odpovidajicich prvnim 8 az 12 nukleotidovych zbytki vnitfn& pfiléhajicich k restrikénim mistim
na obou koncich DNA fragmentu.

Do rozsahu pfedmétného vynalezu rovnéZz néleZi postup pfipravy sestavy amplifikovanych
restrikénich fragmentil, jehoZ podstata spo¢iva v tom, Ze se

(a) amplifikuje podskupina restrikénich fragmentt ze smési restrikénich fragmenti, ziskanych
z vychozi DNA pfi pouziti zpiisobu podle nékterého z narokii 1 aZ 15,

(b) amplifikované prodlouZené restrikéni fragmenty se od sebe oddéli,

(c) amplifikované restrikéni fragmenty se identifikuji.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 291877 B6

Tyto metody podle vynalezu mohou slouZit pro identifikaci polymorfizmu mezi riznymi vycho-
zimi DNA pochazejicimi ze stejné skupiny Zivych organizmi, pfi¢emz podstata tohoto feSeni
spo&iva v tom, Ze se identifikuji rozdily mezi amplifikovanymi restrikénimi fragmenty riiznych
vychozich DNA.

Vynélez je zaloZen na pouZiti nové aplikace PCR-reakce pro amplifikaci jednoho nebo vétSiho
podtu restrikénich fragmenti, ziskanych z komplexni smési fragmenti DNA, ziskanych rozsté-
penim molekul DNA genomu piisobenim restrikénich endonukledz. Jednou ze zvlastnich vyhod
vynalezu je umoZn&ni amplifikace restrikénich fragmenti DNA v situacich, v nichZ fetézec
nukleotidt na 5-konci a 3'—konci neni stanoven. V takovych pfipadech neni mozno definovat
obvyklé fetézce specifickych primert, hybridizujici na kazdy ze fetézch restrikéniho fragmentu,
ktery ma byt amplifikovan a neni tedy moZno pouZit Zddnou ze znamych amplifika¢nich metod.

Metodou podle vynalezu je moZno pouZit naptiklad dvéma riznymi zplsoby, které vedou ke
dvéma riznym typum kone&nych aplikaci téchto postupii:

(1) Metody pro otiskovani DNA genomi tak, Ze se ndhodn€ vybere podskupina jednoho nebo
vétsiho podtu restrikénich fragmentl, které maji byt amplifikoviny metodou PCR. Vynilez
rovnéz zahrnuje syntetické oligonukleotidy pro pouZiti pfi provadéni téchto postupli a n&které
aplikace uvedenych metod, kterymi mohou byt naptiklad pouZiti v kriminalistice pro otiskovéani
DNA, identifikace mikroorganismi, identifikace odrid, analyza plemen a vy3etfovani DNA
markeri vazanych na genetické prvky. ' '

(2) Metody pro identifikaci jednoho nebo véts§iho pottu pfedem vybranych fragmenti DNA,
které mohou byt polymorfni, pfi pouZiti PCR—amplifikace. Vynélez rovnéZ zahruje specifické
syntetické oligonukleotidy pouZitelna k provadéni téchto postupli a n&které aplikace téchto
metod, kterymi mohou byt napfiklad seriové vySetfovani geneticky podminénych chorob u lidi,
sledovani dédi¢nosti agronomicky vyuZitelnych vlastnosti u rostlin a u Zivo€ichli pfi chovu
a pritkaz pvodce u infekénich onemocnéni.

Piehled obrazki na vykresech

Na obr. 1 je obecné graficky znédzor&n zpisob PCR-amplifikace oznaCenych restrikénich
fragment, ziskanych $tépenim DNA genomu pisobenim restrikénich endonukleaz.

Na obr. 2 je zndzornén zpiisob ligace adaptori na odli$né konce restrikénich fragmenti: posunuta
zakonéeni a vypInéné zakondeni.

Na obr. 3 je znazornén PCR-amplifikace oznalenych restrikénich fragmentt. Oblasti, oznatené
ordmovanim, jsou adaptory, které jsou ligovany na restrikéni fragmenty a primery, které jsou
pouZity pti provadéni PCR-amplifikace. Sipky oznaduji smér syntézy DNA.

Na obr. 4 je graficky zndzornéno provadéni PCR-amplifikace na oznafenych restrikénich

fragmentech.

Na obr. 5 je obecné znizornéna konstrukce selektivnich primeri, které je moZno pouZit pfi
uskutednéni PCR-amplifikace oznafenych restrikénich fragmentd. Sipkami jsou oznaleny
obracené opakujici se fet&zce na koncich restrikénich fragmenti. Selektivita primert je ilustro-
véna na dvou ptikladech, v jednom znich dochézi k pfesnému souladu a ve druhém znich
k iplnému nesouladu mezi selektivni sekvenci a sekvenci restrikéniho fragmentu matricové
DNA.
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Na obr. 6 je znazornén princip uskute¢néni PCR—amplifikace pfi pouZiti PCR—primeru, ktery voli
molekuly matricové DNA s trinukleotidovym fetézcem, uloZenym v bezprostfedni blizkosti
fetézce adaptoru.

Na obr. 7 je znizomnén pribéh selektivni PCR-amplifikace, providéné na oznalenych
restrikénich fragmentech.

Na obr. 8 je znizorén princip amplifikace specifické pro fragmenty pfi pouZiti kombinace dvou
PCR-primeri, znichZ kazdy obsahuje 6 selektivnich bazi. Kazdy z primeri vytvafi dvou-
fetézcovou strukturu vriznych fetézcich restrikénich fragmentd, tak?e vznikid komplex
primer/matrice, z n€hoz miize byt zahjena syntéza DNA, jak je naznadeno ipkami.

Na obr. 9 jsou znizornény obecné prvky fetdzce, které jsou rozpoznivany pfi provadéni
amplifikace, selektivni pro restrikéni fragmenty v&etné dvou nukleotidovych fetézci, které jsou
rozpoznavany a v&etné vzdalenosti, ktera oba tyto fetézce od sebe oddéluje.

Na obr. 10 jsou zndzomény typy variaci nukleotidovych sekvenci, které je moZno prokazat pi
postupu identifikace polymorfizmu délky amplifikovanych fragmenti.

Na obr. 11 je zndzomén 1,0% agarozovy gel s analyzou vysledki, ziskanych amplifikaci DNA
rajdete po rozitépeni restrikénim enzymem Pstl p¥i pouZiti primert se zvy3ujici se selektivitou.

Na obr. 12 je znazornén 1,0% agarazovy gel s analyzou vysledkd, ziskanych specifickou ampli-
fikaci tf navzdjem odliSnych fragmentl DNA rajdete po rozitépent restrikénim enzymem Pstl pfi
pouziti primerd, specifickych pro fragmenty.

Na obr. 13 je znazornén gel, obsahujici 2,5 % polyakrylamidu a 1 % agarozy s DNA otisky,
ziskanymi selektivni amplifikaci restrikénich fragmentt u dvou linii rajéat.

Na obr. 14 je znézornéna &ast 4,5% denaturainiho polyakrylamidového gelu s DNA otisky ze
4 linii rajéat pfi pouZiti SRFA a kombinace restrik&nich enzymii Pstl/Msel.

Na obr. 15 je zndzornéna &ast 4,5% denaturaéniho polyakrylamidového gelu s DNA otisk
z 10 linii Lactuca pfi pouZiti SRFA a kombinace restrik&nich enzymi Pstl/Msel.

Na obr. 16 je znazornén &€4st 4,5% denaturaéniho polyakrylamidového gelu pro 2 linie kukufice
pfi pouZiti SRFA a kombinace restrikénich enzymii Pstl/Taql a EcoR1/Taq]l.

Na obr. 17 je znazornéna ¢4st 4,5% denaturaéniho polyakrylamidového gelu s DNA otisky ze 26
kment Xanthomonas Campestris s pouZitim SRFA a kombinace restrik¥nich enzymiti Apal/Taq].

Na obr. 18 je znazornéna &st 4,5% denaturatniho polyakrylamidového gelu a DNA otisky,
odebranymi riznym jednotlivcim 4 druhit domécich zvifat: pouZita byla kufata, vepf, krava
a ki, postup byl uskute¢nén pfi pouziti SRFA a kombinace restrik&nich enzymii Ssel/Msel.

V popisu pfedmétného vynilezu a v nasledujicich p¥ikladech je uZita cela fada pojmii. Aby bylo
moZno zajistit jasné porozuméni popisné &asti i patentovych narokii véetné rozsahu vynalezu,
bude déle osvétlena fada pojmii:

Restrikéni endonukleaza nebo restrikéni enzym je enzym, ktery rozpoznava specifickou sekvenci
(rozpozndvaci sekvence nebo misto) ve dvoufetézcové molekule DNA, ptitem? pHi pouZiti tohoto
enzymu dojde ke $t€peni obou fetézci molekuly DNA v kazdém z t&chto rozpoznavacich mist.

—  Restrik¢ni fragmenty: molekuly DNA, produkované $tEpenim piisobenim restrikéni endo-
nukleazy se oznacuji jako restrik&ni fragmenty. Jakykoliv dany genom se bude 3t&pit urditou
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restrikéni endonukledzou na urditou vymezenou skupinu restrikénich fragment. Fragmenty
DNA, které jsou vysledkem 3t&peni restrikéni endonukledzou je moZno rozdélit a identifikovat
pomoci gelové elektroforézy.

—  Polymorfizmus délky restrik&nich fragmentti (RFLP): DNA genomu dvou blizce pfibuznych
organismd, bude vykazovat urgité rozdily mezi sloZzenim jednotlivych nukleotidovych fetézcii na
fad& mist. V pfipadg, Ze se tyto rozdily vyskytnou v rozpoznévacim mist& pro urcitou restrikéni
endonukledzu, nebude se tato modifikovana rozpoznavaci sekvence §tépit v tomto misté. Stejnym
zplsobem oviem miZe dojit také k takové modifikaci fetdzce, pfi niZ vznikne nové rozpoznavaci
sekvence, ktera neexistuje u jinych organismi, a v tomto misté pak dojde ke St€peni fet€ézce DNA
prislu$nym restrikénim enzymem. Alternativng bude inzerce nebo delece nukleotidit vyskytujici
se v jednom organizmu mezi dvéma rozpoznavacimi misty pro restrikéni endonukledzu modifi-
kovat vzdilenost mezi t&mito rozpoznavacimi misty. V disledku téchto skute¢nosti miiZe pfi
$t&peni DNA dvou organismi dojit ke vzniku restrikénich fragmenti s riznou délkou. Dojde tedy
k polymorfizmu v délce restrikénich fragmentd, produkovanych $tépenim DNA dvou uvedenych
organismi.

— Gelova elektroforéza: Aby bylo moZno prokazat pfitomnost restrikénich fragmenti je
zapotiebi pouZit analytické metody pro frakcionaci molekul DNA s dvojitym fetézcem podle
rozméri t&chto fragmenti. Nejb&Znéjsi uZzivanou technikou pro dosaZeni této frakcionace je
elektroforéza na gelu. Rychlost, s niZ se fragmenty DNA v takovém gelu pohybuji zivisi na
jejich velikosti. Znamena to, Ze &im je fragment vétsi, tim krat3i je jeho draha od spoleného
pocatku. Fragmenty DNA frakcionované elektroforézou na gelu je moZno pfimo vizualizovat
naptiklad barvenim v pfipadg, Ze mnoZstvi odlisnych fragmentli ve vzorku neni veliké. '

—~  Syntetické oligonukleotidy: jednofetézcové molekuly DNA obsahujici s vyhodou 10 aZ
50 béazi a syntetizované chemickou cestou se oznaluji jako syntetické oligonukleotidy. Obecné
jsou tyto syntetické molekuly DNA konstruovany tak, aby obsahovaly jediny nukleotidovy
fetézec, piestoZze je mozno syntetizovat skupiny molekul, které maji pfibuzné fetézce a které
soutasné maji odlisné sloZeni nukleotidd ve specifickych polohach vramci nukleotidového
fetézce. Pojem syntetického oligonukleotidu tedy bude uZzivan pro ty molekuly DNA, které maji
jedinegnou nukleotidovou sekvenci. Pojem smiSené oligonukleotidy bude dale uZivan pro skupi-
ny pfibuznych syntetickych oligonukleotidi.

— Ligace: enzymatické reakce, katalyzovana enzymem ligazou, pfi niZ jsou dvé dvouret€zcové
molekuly DNA spolu kovalentng spojeny se oznaduje jako ligace (vazba). Obecné jsou spolu oba
fetézce DNA kovalentné spojeny, je vSak také moZné zabranit ligaci jednoho z téchto dvou
fetdzch chemickou nebo enzymatickou modifikaci jednoho z obou zakon&eni. V tomto pfipadé
dojde ke kovalentni vazbé pouze na jednom z téchto dvou fet€zci DNA.

—  Adaptory: kratké dvoufetézcové molekuly DNA s omezenym poétem pari bézi, napiiklad
10 az 30 part bazi, zkonstruované takovym zpiisobem, aby bylo mozno je navéazat na konce
restrikénich fragmenti. Adaptory jsou sloZeny ze dvou syntetickych oligonikleotidd, jejichZ
nukleotidové fetézce jsou vzijemnd &astein® komplementarni. V pfipadé, Ze se tyto dva
syntetické oligonukleotidy smisi, vytvofi strukturu s dvojitym fetézcem v roztoku za pfislusnych
podminek. Jedno ze zakon&eni molekuly adaptoru je konstruovano tak, Ze miZe byt navazano na
zakondeni restrikéniho fragmentu, druhé z obou zakon&eni je konstruovano tak, Ze neni mozné je
navazat.

—  PCR-reakce, fetdzova reakce s pouZitim polymerazy: jde o enzymatickou reakci, pfi niZ jsou
fragmenty DNA syntetizovany ze substritové DNA in vitro. Pfi reakci se uZivd dvou synte-
tickych oligonukleotidd, jejichZ Fetézce jsou komplementirni vzhledem k nukieotidovému fetézci
v molekulach DNA, které jsou od sebe odd€leny nékolika sty aZ n€kolika tisici pari bazi a dale
se uzivd DNA—polymerézy, odolné proti plisobeni tepla. Ret&zcova reakce naptiklad miZe byt
tvofena sérif 10 aZ 30 cykli. V ka?dém z t&chto cyklii je DNA substratu nejprve denaturovana pfi
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vysoké teploté. Po zchlazeni materialu budou syntetické oligonukleotidy, které jsou pfitomny ve
velkém piebytku, v roztoku vytvafet dvojietézcové struktury s molekulami substratové DNA na
specifickych mistech molekul substritové DNA, které maji komplementirni nukleotidové
sekvence. Komplexy oligonukleotid—substratovd DNA pak budou slouZit jako iniciaéni mista pro
dalsi syntézu DNA, katalyzovanou enzymem DNA—polymerazou. Timto zpisobem je syntetizo-
van novy fetézec DNA, ktery je komplementarnim fetézcem pro pivodni fetézec substratové

DNA.

— Amplifikace DNA: Pod timto pojmem se oznacuje zpisob syntézy novych molekul DNA
s dvojitym fetézcem in vitro pfi pouZiti PCR-reakce tak, jak byla vysvétlena v pfedchozim
odstavci. Produkty této PCR—reakce se pak oznaduji jako amplifikované fragmenty DNA.

— Primery: Obecn€ se termin primer uZiva pro fetézec DNA, ktery miZe podnitit syntézu
nového fetézce DNA. DNA-polymeraza nemiZe totiz syntetizovat novou DNA bez primert.
Muze pouze prodluZovat existujici fetézec DNA pfi reakci, v niZ je komplementarni fetézec
pouZit jako matrice, ktera fidi potadi, v némZ budou nukleotidy navazany. Jako primery budou
v nasledujicim testu oznafoviny molekuly syntetickych oligonukleotidd, které se uZivaji pfi
PCR-reakci k zahéjeni reakce.

—  Southernova hybridizace: Uelem Southernovy hybridizace, ktera se &asto oznaluje také
jako Southern blot je fyzikalni pfenos DNA frakcionované na agarozovém gelu za nosié, napfi-
klad na nylonovou membranu nebo na nitrocelulézovy filtraéni papir za soutasného uchovani
relativni polohy fragmenti DNA tak, jak k ni do$lo v priib&hu frakciona&niho postupu. Postupem,
jehoZ se vyuziva pro pfenos z agarozového gelu na nosi¢ je kapilarni sila.

— Hybridizace nukleovych kyselin: Hybridizace nukleovych kyselin se uZivd k detekci
piibuznych fetézcii DNA hybridizace jednofetézcové DNA na nosi¢i, napfiklad na nylonové
membrané nebo na nitrocelulézovém filtraénim papiru. Molekuly nukleovych kyselin, které maji
komplementéarni fetézce budou znovu vytvafet svou strukturu s dvojitym fetézcem v pfipadg, Ze
budou smiseny v roztoku za pfislusnych podminek. Dvojitd struktura fetézce se vytvoii mezi
dvéma komplementarnimi nukleovymi kyselinami s jednoduchym fetézcem i v p¥ipadé imobili-
zace na nosi¢i. V prib&hu Southernovy hybridizace k této situaci dochazi.

— Hybridizani sonda: aby bylo moZno detekovat urlity fetézec DNA pfi Southernové
hybridizaci, nechd se reagovat znaenid molekula DNA neboli hybridizaéni sonda s frakciono-
vanou DNA, vazanou na nosi¢, napfiklad na nylonovou membrinu nebo na nitrocelul6zovy
filtra¢ni papir. Oblasti filtru, které nesou fetézce DNA, komplementarni ke znalené sondé DNA
budou samovolné oznaleny v disledku nové vazby. Ty oblasti filtru, které takové znaleni
obsahuji je pak moZno detekovat v zdvislosti na typu pouZitého znaceni. Hybridiza¢ni sonda je
obvykle ziskdna molekularnim klonovanim specifického fetézce DNA z genomu kukufice.

Vyndlez se specificky tykd zpisobu a prostfedkii pro aplikaci PCR-reakce pro detekci
polymorfizmu restrikénich fragmenti (RFP) véetné polymorfizmu v jejich délce. Vynilez
poskytuje metodu pro detekci RFP, syntetické oligonukleotidy pro pouZiti pfi provadéni tohoto
postupu podle vynélezu a kity obsahujici prostfedky k detekci RFP, pfi¢emZ postupy podle
vyndlezu je moZno aplikovat pfi p&stovéni rostlin a chovu Zivolichii vetné hospodafskych
zvifat, dile je moZno vyndlez pouZit pfi diagnostice geneticky podminénych onemocnéni,
identifikaci organismii, typovani v kriminalistice apod.

Ve specifickém provedeni poskytuje vynalez prostfedky pro identifikaci restrikénich fragmentt
uréitého genomu nebo skupin restrikénich fragmenti z genoml riznych organismi, mikro-
organismui, rostlin, Zivo€ichil nebo lidi v pfipadé, Ze tyto skupiny genomi jsou uréitym zplisobem
geneticky vazany s ur€itymi vlastnostmi nebo spole¢né vytvareji typ genomu, ktery je moZno
vyuZit k identifikaci organismu, variety nebo jednotlivce.
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Obecny postup podle vynalezu pro produkci a pro identifikaci restrikénich fragmenti zahrnuje
pouziti restrikéni endonukledzy, ligaci syntetickych oligonukleotidii na tyto restrikéni fragmenty
a PCR-amplifikaci téchto restrikénich fragmentd, jak je zndzornéno na obr. 1. Restrikéni endo-
nukledza $t€pi molekuly DNA genomu na specifickych mistech, rozpoznavacich mistech za
vzniku restrik&énich fragmenti.

PCR-amplifikace restrikénich fragmenti je mozno bez ohledu na to, zda je znim nukleotidovy
fetézec nebo zakonceni restrikénich fragmentl uskute€nit podle vynélezu tak, Ze se nejprve na
konce restrikénich fragmenti liguji syntetické oligonukleotidy (adaptory), takZe kazdy restrik&ni
fragment je opatfen dvéma oznaCenymi fragmenty, kterd slouzi jako podklad pro zakotveni
primert, uZitych pfi PCR-amplifikaci.

Po pusobeni restrikénich enzyml vznikaji bud’ rovna zakondeni, v nichZ vyvafeji terminélni
nukleotidy obou fetézcii par bazi, nebo nepravidelné prodlouZena zakonceni, v nichZ jeden ze
dvou fetézct je na kratkou vzdalenost prodlouZen (obr. 2). V pfipadé restrikénich fragmenti se
zarovnanymi konci se uZivaji adaptory s jednim zarovnanym koncem. V pfipadé nepravidelné
zakonCenych restrikénich fragmenti se uZivaji adaptory s prodlouZenym jednim fetézcem,
komplementarnim k prodlouZenému fetézci restrikéniho fragmentu. UZivaji se tedy pro kazdy typ
restrikéniho fragmentu specifické adaptory, které se liSi pouze na jednom ze zakondeni tak, aby
adaptor mohl byt navazan na restrikéni fragment. V typickych p¥ipadech jsou pouZité adaptory
tvofeny dvéma syntetickymi oligonukleotidy, které jsou &asteéné komplementirni navzijem
a které maji délku obvykle pfiblizné 10 az 30 nukleotidi, s vyhodou 12 aZ 22 nukleotidi a které
vytvéfeji struktury s dvojitym fetézcem pifi vzijemném smiseni v roztoku. Pfi pouZiti enzymu
ligdzy jsou adaptory ligovany na smés restrikénich fragmentd. V p¥ipadg, Ze se uZije velkého
molarniho pfebytku adaptoru ve srovnani s mnoZstvim restrikénich fragmenti, je moZno zajistit,
Ze viechny restrikéni fragmenty budou opatfeny adaptory na obou svych koncich. Restrikéni
fragmenty, pfipravené timto zpiisobem se oznaduji jako oznatené restrikéni fragmenty a postup
jimZ se tyto fragmenty ziskévaji, bude dale oznatovan jako oznadovani restrikénich fragmentt.

Adaptory mohou slouzit jako matrice pro primer se svrchu definovanymi vlastnostmi, pouZité pf¥i
nasledujici PCR amplifikaéni reakci. Ve vhodném provedeni vynalezu nese restrikéni fragment
na obou svych koncich tentyz adaptor a je tedy moZno pfi amplifikaci téchto restrikénich
fragmenti pouZzit jediny primer, jak je zndzorn€no na obr. 3. Vzhledem k tomu, Ze v takovém
piipadé jsou vSechny restrikéni fragmenty oznaCeny stejnym zpasobem, je zfejmé, Ze pfi PCR—
amplifikaci smési téchto oznadenych restrikénich fragmentd dojde k jejich amplifikaci synchron-
nim zpisobem. V dal§im moZném provedeni lze uZit ke $t€peni DNA dva rizné restrikéni
enzymy, na konce restrikénich fragmentii pak lze ligovat dva odli$né adaptory. V tomto pfipadé
je mozno k amplifikaci uvedenych restrikénich fragmenti pouZit dva rizné PCR primery.
V daldim vyhodném provedeni pfi pouziti dvou restrikénich enzymi je mozno pro jedno ze
zakon&eni pouZit biotinylovany adaptor. Timto zplisobem je pak mozno zkomplexni smési
restrikénich fragmentd oddélit ty restrikéni fragmenty, které alespoii na jednom svém konci
nesou zakonceni pro tento restrikéni enzym pfi pouZiti obvyklych postupt pro izolaci biotiny-
lovanych molekul. Tento stupeii zmensuje sloZitost vychozi smési restrikénich fragmenti a tvofi
stupeti vnémzZ je moZno smé&s pfed PCR amplifikaci obohatit sniZzenim poctu fetézcl, které
pfipadaji pro amplifikaci v ivahu. Sou€asna amplifikace n€kolika rtiznych fragmenti se Casto
oznatuje jako mnohofetni PCR-reakce. Princip pro mnoholetnou amplifikaci restrikénich
fragmenti je znazornén na obr. 4.

Vynélez je déle zaloZen na definici specificky konstruovanych primerii a specifickych metod pro
smérovani PCR-amplifikatni reakce tak, Ze je moZno dosahnout fizené amplifikace a ve
zvla$tnim provedeni vynalezu miZe dojit pouze k amplifikaci malé podskupiny oznalenych
restrikénich fragmenti z téchto fragmenti, které jsou k dispozici.

Obecné je moZno uvést, Ze material, ziskany rozitépenim, zvla§t® DNA genomu Zivolicha,
rostliny nebo &loveéka, restrikéni endonukledzou obsahuje velké mnoZstvi restrik&nich fragmenti.
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Pocet téchto restrikénich fragmentl zavisi na rozméru genomu a na frekvenci vyskytu
rozpoznavaciho mista pro restrikéni endonukledzu v genomu, coz je opét primirné ur&ovéano
pottem nukleotidli tomto rozpozndvacim mist¥. Poget nukleotidi v rozpoznavacich (cilovych)
mistech b&Zn& uZivanych restrikénich endonukledz se pohybuje vrozmezi 4 a% 8. Rozméry
genomu v organismu se mohou Siroce ménit od n&kolika milionti parii bazi v p¥ipadé mikro-
organismu do né€kolika biliond pari bézi v pfipads rostlin a Zivogichi. To znamen, %e se potet
restrik&nich fragmenti, ziskanych po rozstépeni molekul DNA restrik&nim enzymem miiZe mnit
od n&kolika se do nékolika milioni. Obecné je moZno uvést, Ze podet restrikénich fragmenti je
tak velky, Ze neni moZné identifikovat jednotlivé restrikéni fragmenty v materidlu, ziskaném
rozstépenim DNA genomu frakcionaci gelovou elektroforézou. Z takového materidlu se obvykle
ziska neprehledna smés piekryvajicich se pasi, ktera ma vzhled natéru.

Pfi PCR-amplifikaci oznatenych restrikénich fragmenti by méla rovn&% vzniknout takova
nepfehlednd smés pasi vzhledem ktomu, Ze by mé&lo dojit pfi PCR-reakci k synchronni
koamplifikaci vSech restrikénich fragmentii. Ve vyhodném provedeni vynalezu, které je mozno
pouZit pro DNA genomu velkych rozméri je moZno pouzit obecného postupu, ktery vede
k omezeni pottu restrikénich fragmenti, k jejichz amplifikaci ma dojit. To je moZno uskuteZnit
pfedb&Znym vybérem podskupiny oznadenych (opatfenych znadkou) restrikénich fragmenti tak,
Ze v prib¢hu amplifikaéni reakce PCR bude amplifikovan jen relativng maly podet téchto
oznadenych restrikénich fragmenti.

Selektivni princip, definovany v tomto provedeni podle vynalezu spoéiva ve zvlastni konstrukci
oligonukleotidi, které budou pouZity jako primery pro PCR-amplifikaci, tak, jak je podrobn&ji
znazornéno na obr. 5.

Oznalené restrikéni fragmenty (opatfené znalkou) maji nésledujici obecnou strukturu: jde
o variabilni fetézec DNA (odpovidajici restrikénimu fragmentu pted jeho oznadenim), ktery je na
obou svych stranich opatfen obricenym Fetézcem DNA (konstantni fetézec). Obraceny Fetézec
DNA (konstantni fetézec) DNA je sloZen z &4sti rozpoznavaciho (cilového) mista pro restrik&ni
endonukleézu a z fetézce adaptoru, navizaného na oba konce restrikéniho fragmentu. Variabilni
fetézec restrikéniho fragmentu, ktery je uloZen mezi konstantnimi fetézci DNA je obvykle
neznimy a bude tedy mit ndhodné sloZeni fet&zce. V diisledku toho bude ve velké smési
restrikénich fragmentii nukleotidovy fet&zec, obklopujici konstantni fetézec DNA mit zcela

ndhodné sloZeni.

Z tohoto divodu se vynalez tyka rovn&Z specifickych PCR-primert, které jsou tvofeny konstant-
ni Casti nukleotidového fetézce, kterd se pfi amplifikaci vztahuje k omezené podskuping
ziskanych restrikénich fragmentd, a variabilni ast fet&zce. V konstantni &4sti fetdzce je Fetdzec
nukleotidii konstruovan tak, aby primer mél sekvenci pfesné parujici s konstantnim Fet&zcem
DNA jednoho zfetézci DNA na konci restrikéniho fragmentu. Variabilni &st fetézce pak je
tvofena néhodné zvolenym nukleotidovym fetézcem s obsahem 1 aZ 10 bazi.

Pod pojmem ,variabilni Tetézec* se pfesn&ji rozumi fetdzec, ktery je tvofen vybranymi
nukleotidy, které vytvoii fetézec, ktery pak ziistane stily pro udely amplifikace podskupiny
restrikCnich fragmentd. Ve zvlaStnim provedeni vynilezu je moZno pouZit n&kolika odlidnych
primeri. V takovém piipadé mohou primery mit tentyZ staly fetézec a variabilni Fetézce mohou
byt vytvofeny vybranymi bazemi, které jsou u takto vytvofenych primerti od sebe navzijem
odli¥né.

Je to pravé tato adice téchto variabilnich (zvolenych) fet¥zcii na 3'—zakon&eni primerd, ktera Fdi
pfedb&Znou selekci oznaenych restrikénich fragmenti, které budou amplifikovat v nasledujicim
PCR-stupni: v pfipad€, ze se PCR-reakce uskuteni za pfislu$nych podminek, zah4ji primery
syntézu DNA pouze na téch oznadenych restrikénich fragmentech, v nichz miZe variabilni
fetézec DNA pfesn€ pérovat s fetézcem matrice oznadeného restrikéniho fragmentu, jak je
znazornéno na obr. 5.
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Tato selekce je determinovdna poltem nukleotidii ve variabilnim Fetézci primeru. Selektivita
primert se zvySuje s poétem nukleotidii ve variabilni &asti fetézce. K oznaeni nukleotidi ve
variabilni &4sti fetézce bude také uzivan pojem ,selektivni baze“, aby bylo ziejmé, Ze selekce
téchto bazi &ini primer selektivnim. Je zfejmé, Ze oznateny restrikéni fragment bude amplifi-
kovin pouze vtom pfipad®, e selektivni bize pouZitého primeru bude rozpoznavat oba
komplementirni fetdzce na koncich fragmentu. V piipad€, Ze primer odpovida pouze jednomu
zakon&eni, bude amplifikace spiSe linedrni neZ exponencialni a produkt nebude moZno prokézat.

Je moné pfedem stanovit stupeii selektivity, jehoZ je mozno dosahnout pii pouiti variabilnich
fetézcd s riznym poctem selektivnich bézi, pfi pouZiti obecného vzorce 4™ v ném% n znamena
potet selektivnich bazi: pfi pouZiti jedné selektivni baze dojde k amplifikaci jednoho ze
16 prodlouZenych fragmentd, pfi pouZiti dvou selektivnich bdzi jednoho z 256 oznalenych
fragmentt, pti pouZiti tfi selektivnich bézi jednoho ze 4096 fragmentt, pfi pouZiti 4 selektivnich
bézi jednoho ze 65 536 fragmenti atd. Jedno z vyhodnych provedeni vynalezu tudiz umoZiuje
selektivng amplifikovat ndhodnou podskupinu oznagenych restrik&nich fragmenti z jakéhokoliv
rozit&peného vzorku DNA genomu bez ohledu na polet fragmentii, ktery vznikne piisobenim
restrikéniho enzymu.

Ve vyhodném provedeni je polet selektivnich nukleotidii volen tak, Ze polet restrikénich
fragmentti, které budou amplifikoviny je omezen na 5 az 200. PfestoZe tento poet je mozno
vypogitat délenim po¢tu fragmentd vzorce 4™ presna predpovéd’ neni moZna vzhledem k tomu,
¥e ne viechny restrikéni fragmenty je moZno amplifikovat se stejnou Ginnosti. V praxi to
znamen, %e po amplifikaci je moZno prokdzat men$i neZ teoreticky ofekédvané mnoZstvi
fragmentt. Je také nutno zdiiraznit, Ze je moZno uZit smés dvou nebo vétSiho pottu primeri.. To
umo?ni navic k amplifikaci fragmenté, rozpoznévanych kazdym primerem, jesté amplifikaci
fragmentl, které jsou rozpoznivany obéma primery. Konetné by mélo byt zdiraznéno, Ze
selekce, zaloZen4 na tvorb& parii bazi mezi selektivnimi nukleotidy primeru a komplementérni
matrici je siln& ovlivnéna teplotou, ktera se voli pro vazbu pfi PCR-reakci. V ptipadg, Ze tato
teplota je niZ$i neZ nebo pfili§ blizkd teplotd tani komplexu primeru a matrice, budou primery
napojovat fetézce matrice, které si pfesné neodpovidaji, takze vkomplexu se objevi mista,
v nichZ se nevytvoi spravné pary bazi. K tomu by nemélo dochazet, protoZe tento stav vede
k amplifikaci daleko v&ttho mnoZstvi fragmentli, neZ bylo pfedpokladéno a ziskaji se daleko
variabilng;j3i vysledky.

Produkty PCR-reakce, které je moZno ziskat v ramci vynalezu je moZno identifikovat s pouZitim
standardnich frakciona¢nich metod pro dé€leni molekul DNA na ziklad€ jejich velikosti s nasled-
nym barvenim molekul DNA pfisluinymi &inidly. Je také moZno postupovat tak, Ze se primery
pouzité pro PCR-amplifikaci ozna&i vhodnou radioaktivné znagenou latkou nebo fluorescencnim
chromoforem tak, aby byla moZna identifikace reak&niho produktu po frakcionaci na zakladé
velikosti molekul. Ve vyhodném provedeni podle vynéalezu jsou PCR—produkty frakcionovany
elektroforézou na gelu pti pouziti standardnich gelovych matrici, jako jsou napfiklad agaroza,
polyalkrylamidovy gel nebo sm&s agarozy a polyakrylamidu. PCR—produkty, ziskané zpisobem
podle vynalezu budou dale oznatovany jako amplifikované restrikéni fragmenty (ARF).

Prosttedky a metody podle vynalezu je moZno pouZit k produkci skupin ARF z jakéhokoliv
sloZitého genomu po jeho rozitépeni restrikénimi enzymy. Vyndlez umoZiiuje uvést do souladu
podet ziskanych restrikénich fragmenti s frakcionatnim gelovym systémem, jehoZ bude pouZito
k déleni ARF. Ve specifickém provedeni vynalezu jsou selektivni primery zkonstruovéany tak,
aby vzniklo 5 aZ 10 ARF, které se pak d&li elektroforézou na agarozovém gelu. V dal$im

specifickém provedeni se uZiva selektivnich primeri, které jsou konstruovany pro vznik 20 aZ

50 ARF, které se pak d&li systémem elektroforézy na gelu s vysokou rozliSovaci schopnosti,
naptiklad na polyakrylamidovém gelu nebo na gelu s obsahem smési agarozy a polyakrylamidu.
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V jednom z vyhodnych provedeni se voli enzym nebo enzymy tak, Ze se ziskaji restrik&ni
fragmenty s velikosti 20 az 1000 pari bazi vzhledem k tomu, Ze, jak je obecn& znamo pro
PCR-amplifikaci, dochdzi k neji¢inn&j3i amplifikaci pravé v pfipadé této velikosti fragmenti.
Piestoze je moZno celou fadu fragmentd podrobit frakcionaci na riznych standardnich gelovych
matricich, nejlepSich vysledki je moZno dosdhnout frakcionaci na denaturalnim polyakryl-
amidovém gelu, tak, jak se b&€Zn& pouziva pro analyzu fetézce DNA.

Podle vynélezu je moZno ziskat riizné skupiny ARF pro kaZdy selektivni primer v priibéhu PCR—
amplifikaCni reakce. ARF, identifikované po tomto déleni pfedstavuje dobfe reprodukovatelné
otisky DNA genomu. Takovéto otisky mohou mit riizné pouZiti, napfiklad otisky pro kriminalis-
tické acely, pro diagnostickou identifikaci organismil a také pro identifikaci druhd, ras, variet
nebo jednotlivel. Uroveti identifikace je moZno stanovit podle stupn& podobnosti (stupné
variability) u riiznych ¢lent specifické skupiny. Variabilita nebo podobnost je uréovana stupném
variace nukleotidového sloZeni pfibuznych genomii. Zakladnim principem, v n&jZ vynalez vycha-
zi je skuteCnost, Ze vkazdém amplifikovaném restrikénim fragmentu je moZno zjistit dva
nukleotidové fetézce, které jsou od sebe oddéleny fetézcem s urditou danou délkou, jak je zfejmé
z obr. 9. Kazdy ze dvou nukleotidovych fetézci je tvofen dvéma &astmi:

(a) rozpoznivacim mistem (cilovym mistem) pro restrikéni endonukleazu,

(b) a nukleotidovym fetézcem, pfilehlym k rozpoznivacimu mistu a nachdzejicim se v selektiv-
nim primeru.

V piibuznych organismech, druzich, varietach, rasich nebo u pfibuznych jednotlivcii jsou uvede-
né fetézce a jejich relativni vzdalenosti konzervovany v mensi nebo vétSi mife. To znamena, Ze
uvedené otisky predstavuji bazi pro stanoveni stupné pfibuznosti mezi fetézci v genomech. Na
druhé stran€ je moZno vyuzit rozdily v ARF ke vzijemnému odli$eni genomi. Specifické vyhody
vynilezu ve srovnani s jinymi postupy pro otiskovani genomii je vysoka rozlifovaci schopnost,
JiZ je timto postupem moZno doséhnout: je totiZ moZno soutasné srovnavat n&kolik desitek nebo i
stovek ARF. :

Dal3i zvlaStni moZnosti aplikace je seriové vySetfeni nebo identifikace polymorfizmu restrik&nich
fragmentii (RFP). Zmény v nukleotidovém sloZeni DNA genomu &asto vedou k polymorfizmu
restrikénich fragmentl: navic zafazené nebo vypuiténé &asti pak ovlivni velikost restrikénich
fragmentl, které je obsahuji, jak je zfejmé z obr. 8, zmény v nukleotidech pak mohou mit za
nasledek zruSeni rozpoznavaciho (cilového) mista pro pisobeni restrikini endonukleazy nebo
vznik nového rozpoznavaciho mista pro tento enzym, jak je zfejmé z obr. 11. NejuZivan&j$im
postupem pro identifikaci takovych zmén je metoda Southern blot, pfi niZ se pouZiva klonova-
nych sond DNA, kde o techniku, kterd se fasto oznaCuje jako detekce polymorfizmu délky
restrikénich fragmenti, RFLP. Tato metoda zahrnuje extenzivni seriové vySetfeni nihodn&
klonovanych fragmenti DNA pfi provadéni Southern blot, tak aby bylo moZno prokazat asociaci
RFLP v riznych genomech. V souladu s provadénim postupu podle vynilezu je mozno RFP
identifikovat pfimym srovnanim AREF, ziskanych z riznych genomi. V principu je postup podle
vynalezu v pfipadé detekce RFP citlivéjsi vzhledem k tomu, Ze nedochézi pouze k detekci rozdila
mezi rozpoznavacimi misty pro restrikéni endonukledzu, nybrZ také k detekci rozdild v prileh-
lych nukleotidovych fet€zcich, obsaZenych v selektivnich PCR—primerech. V diisledku toho
pfedstavuje postup podle vynélezu v sou¢asné dobé nejvyhodn&jsi postup pro detekci RFLP.

RFLP je nyni moZno vyuZit pro riizné aplikace v&etn& otiskli ke kriminalistickym &elim, ke
sledovani dédi¢n€ podmin€nych onemocnéni u lidi a ke sledovani dédi¢nosti z agronomického
hlediska sledovanych vlastnosti u rostlin a pfi chovu hospodafskych a jinych zvitat. Zikladnim
principem je, Ze ur€ity polymorfizmus DNA je tuzce spojen se specifickymi genetickymi
vlastnostmi a je moZno jej vyuzit ke sledovani pfitomnosti nebo nepfitomnosti specifickych
genetickych vlastnosti.
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V souladu s postupem podle vynalezu je moZno analyzu ARF vyuZit k definici genetického
spojeni polymorfnich ARF se specifickymi genetickymi vlastnostmi. Polymorfni ARF tohoto
typu bude dale oznaovany ndzvem polymorfizmus délky amplifikovanych fragmenti (AFLP)
k odliSeni té&chto fragmentii od polymorfizmu DNA typu RFLP, tak, jak je moZno jej prokazat
s pouzitim metody Southern blot pfi pouZiti klonovanych sond DNA.

Jedna ze zvlastnich aplikaci vyndlezu spoliva v detekci AFLP ve spojeni se specifickymi
genetickymi vlastnostmi. Aplikace zahruje analyzu ARF vzorki ziskanych pfi pouziti odliSnych
specifickych primeri v materidlu, ktery byl ziskan pisobenim restrikénich enzymi na DNA
genomu blizce pfibuznych jednotlivel s odliSnymi genetickymi vlastnostmi a pouZiti analytic-
kych postupi, jimiZ je moZno zjistit korelaci mezi dédinosti jednoho nebo vétsiho poétu AFLP a
genotypu, projevujiciho se specifickymi genetickymi vlastnostmi.

Ve druhém vyhodném provedeni zahrnuje vynalez pouziti postupu podle vynélezu pro identi-
fikaci jednoho nebo vétSiho poétu specifickych restrikénich fragmenti. Urgity specificky
restrikéni fragment je moZno amplifikovat z komplexni smési oznagenych restrikénich fragmenti
tak, Ze se nejprve stanovi nukleotidovy fetézec prvnich 8 az 12 bazi na kazdém konci restrikéniho
fragmentu. Na zaklad€ té€chto sekvenci je pak mozno konstruovat dva primery vZdy s obsahem 5
az 10 nukleotid, s fetézcem komplementarnim k fetézci v bezprostiedni blizkosti mista pisobeni
restrikéntho enzymu v komplementdrnim fetézci restrikéniho fragmentu. Pfi pouziti skupin
takovych primeri je po PCR-amplifikaci moZno ziskat jediny amplifikovany fragment.
Restrikénim fragmentem, pouZitym pifi tomto postupu miize byt bud’ klonovany restrikéni
fragment, nebo amplifikovany restrikéni fragment. Vzhledem k tomu, Ze celou fadu restrikénich
fragmenti neni moZno prili§ u€inné amplifikovat, spociva vyhodny postup podle vynélezu pro
identifikaci polymorfnich DNA markerd v tom, Ze se nejprve pro identifikaci polymorfnich DNA
markeri v tom, Ze se nejprve amplifikuje ndhodn& zvolena skupina fragmentii a identifikuji se
AFLP, poskytujici po PCR-amplifikaci silné pasy. Tyto vzorky je pak moZno charakterizovat
analyzou fetézce k vytvoreni specifickych primerti pro restrikéni fragmenty. V typickych
pfipadech je mozno AFLP izolovat vyfiznutim odpovidajiciho pasu DNA z gelu a pak stanovit
nukleotidovy fetézec na obou koncich k pritkazu fetézce prvnich S az 10 nukleotidi, bezprostied-
né pfiléhajicich k rozpoznavacimu mistu restrikéni endonukleazy. Jakmile jsou tyto nukleotidové
fetézce znimy, je mozno zkonstruovat specifické primery pro restrikéni fragmenty, které budou
amplifikovat pouze jediny restrikéni fragment z rozitépené DNA genomu. V tomto specifickém
provedeni vynalezu je moZno pouZit pro detekci specifického restrikéniho fragmentu dvou od
sebe odlisnych selektivnich primerd. V kaZzdém ze dvou selektivnich primeri se pak selektivni
baze voli tak, Ze jsou komplementdrni vzhledem k fetézci nukleotidi, ktery je bezprostfedné
vazan na oznaCené misto pro restrikéni endonukledzu, jak je znizorn€no na obr. 8. Podet
selektivnich bazi pro kazdy primer zivisi na komplexnosti smési fragmentli po pisobeni
restrikénich endonukleéz.

Technika PCR se v poslednich né€kolika letech nesmirné rozvinula a rychle se stava jednou
z nejuzivangjsich metod v lidském diagnostickém lékatstvi. PouZiti tohoto postupu zahrnuje
mimo jiné detekci infek&nich onemocnéni a dédi¢né podmin&nych onemocnéni. KaZzda diagnos-
tickd zkouska je zaloZena na pouziti dvou specifickych syntetickych oligonukleotidi, které se
uZiji jako primery pfi provadéni PCR-reakce za ziskani jednoho nebo vétsiho pottu fragmentii
DNA se specifickou délkou. Pri detekci onemocnéni je zkouska schopna prokézat existenci i jen
jediné molekuly DNA ve vzorku, kterd poskytuje charakteristicky fragment. V pfipadé geneticky
podminénych onemocnéni se primery konstruuji tak, Ze jejich produkty mohou rozliSovat mezi
normalni a chorobou pozménénymi alelami. RozliSeni je moZné na zdkladé odlisnosti fetézce
v segmentu DNA genomu ktery je komplementarni k primeru nebo na zikladé odlisné vzdale-
nosti mezi obéma primery.

Vzhledem k tomu, Ze primery maji nesmirné vysoky stupeii specifiénosti, pfiCemZ je mozné

sledovat sou¢asné€ riizna onemocnéni, se tento postup ¢asto oznacuje jako PCR multiplex. Tento
postup vSak trpi omezenim, které spoCiva v tom, Ze je moZnou soucasné sledovat jen nékolik,
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obvykle 5 aZ 8 riiznych onemocnéni. V&deckym podkladem tohoto omezeni je skuteinost, Ze
optimalni podminky pro PCR-amplifikaci (teplota pro vazbu, koncentrace hofeénatych iontd,
koncentrace primeru) se podstatné méni v zavislosti na pouZitém paru primert. V ptipadé PCR
multiplex je proto €asto nutné volit kompromisni podminky, pti nichZ viechny primery mohou
poskytnout zjistitelné produkty. Kromé svrchu uvedeného jevu existuje jesté velky rozdil mezi
ucinnosti amplifikace riznych fragmentu V disledku obou uvedenych omezeni &asto mize dojit
k tomu, Ze produkty n&kterych pari primeri nejsou pfi provadéni PCR multiplex prokazatelné.

Postup podle vyndlezu v podstaté odstratiuje svrchu uvedena omezeni PCR multiplex vzhledem
k tomu, Ze vSechny primery, pouZité pfi provadéni tohoto postupu maji podstatnou &ist svého
nukleotidového fetézce spole¢nou. Mimoto dochazi pii selekci AFLP k selekci DNA markerd,
k jejiz amplifikaci dochézi se stejnou t&innosti. To znamen4, e v p¥ipadé optimalnich podminek
pro uskuteCnéni PCR-amplifikace pro rizné selektivni primery dochazi k daleko mensim
variacim, neZ jaké je moZno pozorovat v pfipadé b&#n& uZivanych primerd, specifickych pro
urdity fetézec. V podstaté tedy jde o idealni kompromis mezi poétem bézi syntetického oligo-
nukleotidu, jehoZ je zapotiebi k dosaZeni poZadované specifi¢nosti pti detekci jediného urditého
fragmentu DNA dané velikosti ve sloZitém genomu, tak jak bylo svrchu vypo&itino a mezi
délkou a sloZenim oligonukleotidu, které jsou optlmalm pro u¢innou PCR-amplifikaci. Postup
podle vynélezu proto pfedstavuje dosud nejvyhodn&jsi postup pro PCR multiplex.

Vynélez tedy poskytuje obecnou metodu izolovani DNA markeri z jakéhokoliv genomu a pro
pouziti téchto DNA markerti ve viech myslitelnych aplikacich otiskit DNA.

Piiklady provedeni vyndlezu

Postup podle vyndlezu bude v dal$im bliZe objasnén s pomoci konkrétnich ptikladi, které jsou
oviem pouze ilustrativn{ a nijak neomezuji rozsah pfedmétného vynalezu.

Pfiklad 1
Selektivni amplifikace restrikénich fragmentii DNA z raj&ete pfi pouziti Pstl.
A) Izolace a modifikace DNA

Celkova DNA z raj&ete (Lycopersicon esculentum c.v. Moneyamarker) byla izolov4na z mladych
list metodou podle publikace Bernatzski a Tansley, Theor. Appl. Genet. 72, 314 — 321. Typlcky
vytézek byl 50 aZ 100 mikrogramii DNA na 1 gram &erstvych listd. DNA byla rozitépena pti
pouziti enzymu Pstl (Pharmacia) a na ziskané restrikéni fragmenty byly navazany adaptory Pstl
s dvojitym fetézcem (ds) dale popsanym zpisobem. Tyto adaptory mély nésledujici strukturu

5- CTCGTAGACTGCGTACATGCA - 3

3- CATCTGACGCATGT -5

3'-TGCA-pfeCnivajici zakonCeni vtéchto adaptorech se viZe na prodlouZena zakondeni,
vytvofend plsobenim Pstl. Po navazini na tento adaptor nedochézi k obnoveni rozpoznavaciho
mista pro Pstl, fet€zce CTGCAG vzhledem k tomu, Ze 5'~C—zakond&eni je nahrazeno A. Vazn4
reakce byla navrZena takovym zpisobem, Ze kone&nym vysledkem je téméf vyluén& molekula
s vazbou fragmentu DNA na adaptor. Tohoto cile bylo dosaZeno tak, %e 1) byly uZity
nefosforylované adaptory, vyluCujici vzijemnou vazbu adaptoru na adaptoru a 2) vazba
arestrikéni reakce byly provedeny soulasnd. Druhé zuvedenych opatfeni zajisti, e dojde
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k restrikci jakéhokoliv produktu, ktery je vytvofen vazbou dvou restrikénich fragmentd navzijem
a tim dojde k tém& uplnému vyloudeni tohoto typu produkti. Produkty, vytvofené vazbou
adaptoru na restrik&ni fragment nemohou byt restrikénim enzymem roz3t€peny vzhledem k tomu,
%e u téchto produktd nedoch4zi ke znovuvytvofeni mista §t€peni pro enzym Pstl. Pfi vazb&
adaptoru byly pouZity nasledujici reakéni podminky:

2 mikrogramy DNA z rajéete

0,2 mikrogramu adaptoru

20 jednotek Pstl -

1 jednotka T4 DNA-ligizy

10 mM trisHAc o pH 7,5, 10 mM MgAc, 50 mM KAc,
2 mM dithiothreitolu, 0,5 mM ATP

Reakce k uskutednéni vazby se provadi v reakénim objemu 20 mikrolitri celkem 3 hodiny pfi
teplot® 37 °C. Po vazb& adaptoru se nenavéazané fetézce adaptoru odstrani selektivnim vysraZze-
nim. K tomuto t&elu se objem reak&ni smési zvy3i na 100 mikrolitri a pfidd se NH; do koneSné
koncentrace 2,5 M. Pak se pfida je5t& 100 mikrolitri ethanolu s teplotou —20 °C a smés se
inkubuje 5 minut p¥i teplot® mistnosti. Pak se DNA oddéli odstfedénim celkem 10 minut pfi
14 000 otatkach za minutu v chlazené Eppendorfové odstfedivce pfi teploté 4°C. Usazenina
DNA se pak jednou promyje 0,5 ml 70% ethanolu pfi teploté¢ mistnosti a pak se rozpusti ve
40 mikrolitrech T0,1E (10 mM Tris.HCI o pH 8,0, 0,1 mM EDTA). DNA se pak skladuje pfi
teplotd —20 °C. Selektivni sraZeni, tak, jak bylo popsdno G¢inné odstrani nenavazané adaptory
zreakéni smési, soudasné viak dochazi také ke ztraté malych fragmenti DNA (200 pari bazi
a mensf).

B) Amplifikacni reakce

DNA, pfipravena svrchu uvedenym zpisobem byla uZita jako matrice pro amplifikaci Pstl-
fragmentd. Reakéni smés pro PCR-reakci v tomto piipadé obsahovala nésledujici slozky:

1 ng matricové DNA

150 ng primeru

1 jednotku Taq DNA-polymerazy (Perkin Elmer)

200 mikromol viech &tyf INTP

10 mM Tris.HCl o pH 8,5, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCI'
H,0 do celkového objemu 50 mikrolitrii

Reakéni smés byla pfevrstvena 20 mikrolitry lehkého minerélniho oleje, aby nedo3lo k odpaio-
véani v prib&hu amplifikadni reakce. PCR-reakce byla uskutedn€na na zafizeni Perkin Elmer
Thermal Cycler pfi pouZiti nasledujicich typi cykli: 1 minuta pii 94 °C, 1 minuta pfi 60 °C, pak
vzestup teploty od 60 do 72 °C rychlosti 1°C za 5sekund a 2,5 minuty pfi 72 °C. Bylo
uskutednéno celkem 33 cykli. Po ukon&eni reakce bylo pfidano 20 mikrolitri chloroformu a
10 mikrolitri barviva, v tomto pfipad& 50% sacharéza s 0,1 % barviva Oraz G (Merck). Barvivo
bylo dikladn& promiseno s reak&ni smési a smés byla krétce odstfedéna k odstranéni organické
faze (mineralni olej a chloroform) z reak&ni smési, doplnéné barvivem. Pak bylo 20 mikrolitri
reak&ni smé&si analyzovéano na 0,1% agarozovém gelu.

C) Amplifikace DNA z rajéete pfi pouZiti primeru se zvySujici se selektivitou
DNA rajéete byla rozStépena plisobenim restrikéniho enzymu Pstl a zakon€eni byla prodlouZena

pii pouziti Pstl-adaptoru za svrchu uvedenych podminek. Byly zvoleny &tyfi odli$né primery
s nasledujicimi fetézci:
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1. 5-CTCGTAGGGGGGGGGGGGGGGGACTGCGTACA-3

2. 5-GACTGCGTACAtgcagA-3
3. 5-GACTGCGTACA tgcagAC-3
4. 5-GACTGCGTACAtgcagACC-3

Primer 1 je &asti horniho adaptoru, pouzitého pro modifikaci DNA a mél by tedy amplifikovat
viechny Pstl-fragmenty. Primer 2 obsahuje &ast fetézce adaptoru, rozpoznavaci misto piisobeni
enzymu Pstl (fetézec, psany malymi pismeny) a jeden selektivni nukleotid (velka pismena) a mél
by teoreticky amplifikovat pifiblizng 1/16 vSech Pstl-fragmentl. Primery 3 a 4 jsou podobné
primeru 2, aviak obsahuji 2 a 3 selektivni nukleotidy a je tedy moZno ofekévat, Ze budou
amplifikovat p¥iblizng 1/256 a 1/4096 Pstl—fragmentii. Cést reak&ni smési byla analyzovana na
1,0% agarozovém gelu, vysledek je znazornén na obr. 11. Drahy 1 a 6 na tomto obrazku obsahuji
znadici DNA, jejiz velikost je uvedena vlevo. Drahy 2, 3, 4 a 5 obsahuji produkty PCR, ziskané
pfi pouZiti primert 1, 2, 3 a 4. Vysledky prokazuji, Ze pouze v pfipadé primeru, obsahujiciho
3 selektivni nukleotidy je pocet amplifikovanych fragmenti takovy, aby bylo moZno ziskat
ztetelné pésy. V pfipad€ ostatnich tfi primeri byly ziskidny pasy, které nebylo moZno na
agarozovém gelu rozdélit, protoZe vzniklo pfili§ mnoho produktd PCR-reakce. Mezi témito
produkty vzdy pfevazuji né€které fragmenty a je moZno je pozorovat jako natér v pozadi, na némz
se jevi dal$i PCR—produkty. Je pravdépodobné, Ze se tyto produkty vyskytuji ve v&t$im podtu
kopii v genomu rajéete nebo dochdzi kjejich u¢innéj§i amplifikaci nez v pfipadé dalSich
produktii. Je nutno uvést, Ze vzhledem k celkovému poltu fragmentl po St€peni enzymem Pstl
v DNA genomu rajéete, 20 000 aZ 100 000 bylo od zaatku predpokladano, Ze bude zapotfebi
pouZit primery, obsahujici 3 selektivni nukleotidy k ziskani zieteln& odliSitelnych past na agaro-
zovém gelu.

D) Analyza amplifikovanych fragmenti pomoci Southern blot

Amplifikované fragmenty byly zkoumdny metodou Southern blot, aby bylo moZno ovéfit, zda
tyto fragmenty odpovidaji restrikénim fragmentim s odpovidajicimi rozméry. K tomuto uéelu
byly &tyfi fragmenty, ziskané pfi pouZiti primeru 4, vyfiznuty z agarozového gelu. Ze ziskanych
ezl byla ¢iSténa DNA absorpci na sklenéné kuli¢ky (Gene Clean, Bio 101) a &ast ¢isténé DNA
byla znovu amplifikovana, ¢imZ byl ziskdn piiblizn€ 1 mikrogram kazdého ze &tyf fragmentt
DNA. Produkty reamplifikalni reakce pak byla analyzovany elektroforézou na 1,0% prepara-
tivnim agarozovém gelu a poZadované fra%menty DNA byly distény. 200 ng kazdého
z fragmentli bylo oznaleno p¥i pouZiti (alfa—""P)dATP pti pouZiti balitku pro znaéeni podle
navodu vyrobce (Boehringer Mannheim). Ve$kerda DNA rajCete byla rozité€pena Pstl material byl
podroben elektroforéze na 1,0% agarozovém gelu. Byly pouZity Ctyfi zfeteln€ od sebe oddélené
drahy, na kazdou z nich byly naneseny pfiblizné 3 mikrogramy DNA po rozit€peni. Pak byl
proveden blot agarozového gelu pfi pouziti hybridizani membrany Genscreenn + podle navodu
vyrobce (New England Nuclear). Po uskute¢néni blotu byl gel rozdélen na &tyfi podily, z nichz
kazdy obsahovat jednu drihu, ziskanou z DNA rajlete, rozStépené plisobenim enzymu Pstl.
Kazdy z uvedenych &yt podilii byl hybridizovan na jednu ze &tyf DNA—sond zpiisobem podle
publikace Klein—Lankhorst a dalsi, Theor. Appl. Genet. 81, 661-667. Hybridizovany materiil byl
podroben autoradiografii po dobu 40 hodin pfi pouZiti filmi Kodak XARS. Ziskané vysledky
prokazuji, Ze viechny fragmenty DNA genomu byly rozpoznavany uvedenymi &tyfmi sondami
DNA a mély stejnou délku jako tyto sondy. To znamena, Ze amplifikované fragmenty, uZité jako
sondy, pochazely z fragmentii, prokazanych na blotech.
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E) Selektivni amplifikace jediného restrikéniho fragmentu

Pro 3 nahodng zvolené Pstl-fragmenty DNA rajCete byly zkonstruovany tfi skupiny primeru, $lo
o fragmenty, z nichZ byl znam fetézec, t€sné€ sousedici s mistem plisobeni enzymu Pstl. Skupiny
primerii s obsahem 35 selektivnich nukleotidil byly zkonstruovény nésledujicim zpisobem:
Skupina primera 1

Retézec 1

5-ctgcagCAGTACCAGC-----CCGGCACCTGetgeag-3

5-TGCGTAACATtgcagCAGTA-3 3-TGGACQacgtACATGCGT-5
primer 1.1 primer 1.2
Skupina primert 2
Retézec 2:

5-ctgcagCCGAATCTCT----- AGTGAGTTAGctgcag-3

5-TGCGTACAtgcagCCGAA-3 _ 3-CAATCgacgtACATGCGT-5
primer 2.1 primer 2.2
Skupina primerd 3
Retézec 3:
5-ctgcagAATACCAAGA-----GCAAGCACAGctgcag-3
5-TGCGTACAtgcagTTATG-3 3-GTGTCgacgtACATGCGT-5
primer 3.1 primer 3.2

DNA rajéete byla rozit€pena enzymem Pstl a na zakondeni restrik&nich fragmentii byly navazany
adaptory svrchu uvedenym zpisobem. Tato DNA byla pak uZita jako matrice pfi PCR~reakci
s pouZitim skupin primerti 1, 2 nebo 3 a za svrchu uvedenych podminek. Produkty z kazdé PCR~-
reakce byly analyzovidny na 1,0% agarozovém gelu. Vysledek je znizorn&n na obr. 12. Na
obr. 12 je znazornéno 13 drah, z nichZ ve drahéch 1, 2, 12 a 13 se nachazi zna¢ici DNA. Velikost
molekul této znagici DNA (v kilobazich, kb) je uvedena na obou stranach gelu. Ve drahich 3, 6 a
9 je znazornéna DNA plazmidu s kazdym ze tfi fragmentt o restrikci enzymem Pstl za vzniku
fragmentu vektoru, pUC18 (Yanisch-Perron a dal8i, Gene 33, 103—119) a vloZeného Pstl-
fragmentu. Ve drahich 4 a 5 je produkt amplifikace pfi pouZiti skupiny primert 1, 5 ft
odpovidajici DNA plazmidu a 1 ng celkové DNA genomu. Ve drahach 7 a 8 je znazornéna
amplifikace pfi pouZiti skupiny primert 2, DNa plazmidu a celkové DNA genomu a v drahich
10 a 11 je zndzornéna amplifikace pfi pouZiti skupiny 3 primeri. Znazornéné vysledky prokazuji,
ze je mozné dosahnout amplifikace jediného Pstl-fragmentu ze smési alespoii 20 000 fragmenti
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pfi pouZiti selektivni amplifikace fragmentii s pouZitim primeri, obsahujicich 5 selektivnich
nukleotidi.

F) Identifikace polymorfizmu DNA s pouZitim SRFA

V predchozich kapitolach bylo jasné prokazano, Ze pii pouziti selektivni amplifikace restrikénich
fragmenti je tyto fragmenty moZno amplifikovat, a to bud’ ndhodnym zpisobem, nebo miiZe jiz
o amplifikaci specifickych restrikénich fragmenti v pfipadé, Ze je k dispozici informace o sloZeni
fetézce. Mélo by tedy byt moZné prokazat polymorfizmus cilovych restrikénich mist mezi dvéma
jednotlivci téhoZ druhu. Tato metoda bude déle popséna pro dvé linie rajcat, které jsou si velmi
pfibuzné, avsak lisi se pfitomnosti genu pro odolnost proti nematodim na kofenech rostlin, Mi,
vjedné zuvedenych linii. Tento gen Mi ma sviij puivod v Lycopersicon peruvianum, coZ je
vzdalené pfibuzny druh vzhledem k poZivatelnym rajcatim Lycopersicon esculentum. Tento gen
byl uloZen do rajéat L. esculentum kfiZenim a naslednym dvanactinasobnym zp&tnym kfiZenim
s ptivodni rostlinou L. esculentum a pak selekci na pfitomnost genu Mi. Z uvedeného diivodu se
ob& pouZité linie raj¢at od sebe 1i¥i pouze malou &asti svého genetického materialu, to znamena
genem Mi a oblasti v jeho bezprostfedni blizkosti. Bylo vypo¢itino, Ze oblast Mi tvofi méné nez
1 % genomu této linie pfi pouziti klasickych genetickych metod.

DNA byla izolovana ze dvou linii rajéat (linie 83M-71392, Mi—senzitivni a linie 83M-71398,
Mi-odolnd, obé byly ziskiny od De Riter Seeds, Bleiswijk, Nizozemi), tyto linie byly rozit€peny
pusobenim restrikéniho enzymu Pstl a opatfeny adaptory svrchu uvedenym zpisobem. Pak byl
proveden velky podet amplifikaénich reakci pfi pouZiti primeru, které se od sebe liSily ve svém
prodlouZeni obsahem selektivnich nukleotidi. Byly uZity tfi selektivni nukleotidy a kromé
jednotlivych primert byly pouZity také kombinace dvou riznych primerd. Vysledky reakci byly
analyzovany na gelech se smési polyakrylamidu a agarozy, bylo uzito 2,5 % polyakrylamidu
a 1,0 % agarozy pfi poméru akrylamidu k bisakrylamidu 20:1. Analyza byla uskuteinéna na gelu,
uloZeném v jednotce Proteam II (Biorad) pifi pouZiti délicich pfepazek 1,5 mm. Bylo uZito
celkem 16 riznych primerd v 16 reakcich, v nichZ byl pouZit vZdy jeden primer a ve 120 reak-
cich, pfi nichz byly pouZity vSechny moZné kombinace dvou primeri. Typicky ptiklad gelu se
Sesti témito kombinacemi je zndzornén na obr. 13. Drahy 1 a 14 tohoto gelu obsahuji znalici
DNA, velikost molekul v kilobazich je uvedena na pravé strané gelu. Ve drahach2a3,4a5,6a
7 atd. jsou uloZeny produkty amplifikace pii pouZiti specifického primeru nebo pfi pouziti paru
primert pfi odebrani materiali ze svrchu uvedenych dvou linii rajéat. Pfi sériovém vySetfovani
materidlu na polymorfizmus cilovych mist pro plisobeni restrikénich enzymi byla ziskana fada
fragment, z nich? tfi fragmenty byly obsaZeny ve velkém mnozZstvi, tyto fragmenty jsou znazor-
nény ve drahach 9, 11 a 12 na obr. 13 (zndzornéni pomoci malého krouzku). Je pravdépodobné,
Ze polymorfni pasy ve drahich 9 a 11 jsou totoZné vzhledem k tomu, Ze pfi obou reakcich byl
pouzit tentyZ primer (rozdil spodivd pouze v pouZiti druhého primeru ve drize 11). Oba
polymorfni fragmenty v drahach 11 a 12 byly z gelu vyfiznuty, gel byl rozruden protlalenim
jehlou velikosti 18 a DNA byla z gelu vymyta eluci pomoci difuze ve 200 mikrolitrech 100 mM
tris. HCI o pH 8,0, 10 mM EDTA. 2 mikrolitry materidlu byly pouZity pro remplifikaci uvedenych
fragmentt, jak jiZz bylo svrchu popsano. Ve 200 ng kazdého fragmentu byla vyplnéna zakonceni
pfi pouziti T&A-DNA~-polymerazy a pak byl material navazén na 100 ng plazmidového vektoru
pUC18 (Yanisch—Perron a dalsi, Gene 33, 103-119) po roz§t€peni enzymem Smal. Smés, ziskana
vazbou, byla uZita ktransformaci E. coli a pro kazdy fragment byl zvolen jeden klon
rekombinantni E. coli pro analyzu fetézce. VSechny uvedené manipulace byly provadény pfi
pouziti standardnich postupi podle publikace Sambrook, Fritsch a Maniatis, Molecular Cloning,
A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York).

Byly syntetizovany dvé& skupiny primeri s obsahem $esti selektivnich nukleotidii na bazi fetézci
svrchu uvedenych dvou fragmenti. Bylo moZno amplifikovat kazdy fragment specificky pfi
pouZiti uvedenych skupin primerd. Byly amplifikovany pouze fragmenty z té linie raj¢at, z niz
pochazely. To znamend, Ze u uvedenych skupin primeri bylo moZno pozorovat tentyZz
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polymorfizmu, jaky byl piivodné& prokzén u primeri s obsahem tfi selektivnich nukleotidd, které
byly uZity k priikazu tohoto polymorfizmu.

Pfiklad 2
Selektivni amplifikace restrikénich fragmenti DNA rajéete p¥i pouZiti dvou restrikénich enzymi

V piikladu 1 byl osvétlen princip selektivni amplifikace restrik&nich fragmenti (SRDA) pfi
pouziti DNA rajcete a restrikéniho enzymu Pstl. V tomto pfipadu bude popséna amplifikace typu
SRDA pfi pouZiti dvou restrikénich enzymd, Pstl a Msel.

Izolace a modifikace DNA

Veskera DNA rajéete byla izolovana z mladych listkdi zpiisobem, ktery byl popsén v pfikladu 1.
Dva pary tak zvanych izogenickych linii byly pouzity jako zdroj DNA a byly oznadeny Gem"®
aGem® a GCR26 a GCRI51 (tyto linie jsou popsany v nasledujicich publikacich: Denby
a Wiliams, 1962, Can. J. Plant Sci. 42, 681-685, Smith a Ritchie, 1983, Plant. Mol. Biol. Rep., 1,
41-45). Dva vzorky, jeden zkaidého paru izogenickych linii jsou geneticky velmi podobné,
av3ak li8i se od sebe pfitomnosti fetézce pro odolnost proti patogenni houb& Verticillium albo—
atratum.

Prvnim stupném pfi modifikaci vzorki DNA bylo 3t&peni t&chto vzorki pii pouZiti dvou
restrikénich enzymi, Pstl a Msel. Roz§tépeni DNA a také nasledné navazini adaptori na
fragmenty DNA bylo provadéno v tomtéZ pufru, oznadeném RL-pufr (pufr pro restrikci a vazbu),
pufr obsahoval nasledujici slozky: 10 mM Tris.HAc, 10 mM MgAc, 50 mM KAc a 5 mM DTT,
pH7,S.

St&peni DNA restrikéni enzymy Pstl a Msel
St&peni DNA bylo provadeéno pfi pouZiti nasledujicich materialii:
2,5 mikrogrami DNA
12,5 jednotek Pstl (Pharmacia, 10 jednotek/mikrolitr)
12,5 jednotek Msel (N.E. Biolabs, 4 jednotky/mikrolitr)
5,0 mikrolitr 10 x RL—pufr
H,0 do 50 mikrolitra
Inkubace reakéni smési byla provadéna jednu hodinu pfi teploté 37 °C.
Nésledujicim stupném pfi modifikaci DNA byla vazba molekul adaptorii na zakon&eni fragmenti
DNA. Nejprve bylo zapotfebi pfipravit pfislu$né molekuly adaptord s dvojitymi fetézci dale
uvedenym zplisobem.
Pfiprava adaptora

Adaptor Msel ma nasledujici fetézec:
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5-GACGATGAGTCCTGAG-3
3-TACTCAGGACTCAT-5

Pro ptipravu roztoku 50 pmol/mikrolitr tohoto adaptoru bylo smiseno 8 mikrogrami, 1430 pmol
16-meru s fetézcem nukleotidd S-GACGATGAGTCCTGAG-3 s 7 mikrogramy, 1430 pmol
14-meru 5S-TACTCAGGACTCAT-3 v celkovém objemu 28,6 mikrolitrii vody.

Adaptor Pstl mé nasledujici fetézec:

5-bio-CTCGTAGACTGCGTACATGCA-3
3-CATCTGACGCATGT-5

Pro pfipravu roztoku 5 pmolu/mikrolitr tohoto adaptoru bylo smiseno 5,25 mikrogramu,
715 pmol biotinylovaného 21-meru 5-bio-CTCGTAGACTGCGTACATGCA-3 s 3,5 mikro-
gramy, 715 pmolu 14-meru 5-TGTACGCAGTCTAC-3 vcelkovém objemu 143 mikrolitr
vody.

Vazba molekuly adaptoru
K rozstépené DNA bylo pfidano 10 mikrolitri smési, kterd obsahovala nasledujici slozky:

1 mikrolitr Pstl bio~adaptoru (= 5 pmol)

1 mikrolitr Msel adaptoru (= 50 pmol)

1,2 mikrolitru 10 mM ATP

1 mikrolitr 10 x RL—pufru

1 jednotka T4 DNA-ligazy (Pharmacia, 5 jednotek/mikrolitr)
H,0 do 10 mikrolitd

Vysledna reakéni smés v mnoZstvi 60 mikrolitri byla inkubovana celkem 3 hodiny pfi teploté
37°C.

Adaptory byly navrZeny takovym zptisobem, aby po ukondeni vazby nedoslo k opétnému vzniku
mist pisobeni restrikéniho enzymu, uzitého ke $tépeni. Tak je moZno zabranit vzijemné vazbé
restrikénich fragmenti vzhledem k tomu, Ze restrikéni enzymy si v pribéhu vazebné reakce
uchovévaji svoji OCinnost. Vzijemnd vazba adaptord neni uskutednitelnd ztoho divodu, Ze
adaptory nejsou fosforylovany, jak je jiZ podrobnéji vysvétleno v pfikladu 1.

Selekce biotinylovanych fragmenti

Piiprava matricové DNA pro SRFA s pouzitim dvou restrikénich enzymi obvykle zahrnuje jesté
dalsi stupen, ktery neni uzit v pfipadé, Ze se SRFA provadi s pouzitim pouze jednoho enzymu.
V tomto stupni se fragmenty DNA, na néZ byl navazan biotinylovany adaptor, oddéleni od vsech
zbyvajicich fragmenti.

Biotinylované fragmenty se v tomto stupni oddéli od nebiotinylovanych fragmenti (fragmenty
Msel-Msel) vazbou na paramagnetické streptavidinové kuli¢ky (Dynal). 10 mikrolitri kulicek se
1x promyje 100 mikrolitry STEX (100 mM NaCl, 10 mM tris. HC], ImM EDTA, 0,1 % Tritonu
X~-100 o pH 8,0) a pak se material znovu uvede do suspenze ve 140 mikrolitrech STEX. Pak se
kuli¢ky pfidaji ke smési, v niZ prob&hla vazba, do konedného objemu 200 mikrolitri. Smés se
pak inkubuje 30 minut za opatrného michani pfi teploté mistnosti, aby doslo k vazbé biotinylo-
vanych fragmentii na kuli¢ky. Pak se kuli¢ky oddéli tak, Ze se zkumavky, které je obsahuji,
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pfidrzi v blizkosti magnetu. Tak nemohou kuli¢ky byt odpipetovany pfi pfenaeni supernatantu
do jiné zkumavky. Kuli¢ky se 1x promyji a pak se pfenesou do nové zkumavky. Pak se kulicky
jesté 3x promyji pfi pouZiti 200 mikrolitri STEX. Nakonec se kuli€ky znovu uvedou do suspenze
ve 200 mikrolitrech TO1.E (10 mM tris, 0,1 mM EDTA, pH 8,0) a pfenesou se do nové
zkumavky. DNA se uchovava pfi teploté 4 °C.

DNA, rozitépena pusobenim restrikénich enzymi a opatfend adaptory, navdzand na para-
magnetické streptavidinové kulitky a zbavend fragmenti Msel-Msel bude v nasledujicich
stupnich oznacovana jako matricova DNA.

Amplifikace fragmenti Pstl-Msel

Matricova DNA, pfipravena svrchu uvedenym zptisobem by méla obsahovat viechny fragmenty
Pstl-Msel z uvedenych linii rajéat a mimoto je$t€ malé mnoZstvi fragmenti Pstl-Pstl, prostych
vnitfnich fragmentd Msel. V tomto pokusu byl vétsi pofet t&chto fragmentd Pstl-Msel
vizualizovan amplifikaci v podstaté zpiisobem, ktery byl popsan v pfikladu 1: Analyza produktu
amplifikace na gelu byla uskute¢néna na denatura¢nim akrylamidovém gelu podle Maxam
a Gilbert, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74, 560-564 vzhledem k tomu, Ze fragmenty, ziskané pti
uvedeném postupu byly mnohem mensi nez fragmenty, které byly popsany v ptikladu 1. Mimoto
tyto typy geli umoZiuji oddéleni az 100 past v jedné draze, coz je pfiblizné 10x tolik jako
v pfipad€é agarozovych geld z piikladu 1. Fragmenty byly vizualizovany oznafenim jednoho
z PCR—primerii na 5'—zakon&eni pomoci (**P)ATP a polynukleotidkinizy.

Znaceni PCR—primeru

Primer, ktery byl vybran pro znafeni byl 19-mer se vzorcem 5-GATGAGTCCTGAGTA-
Agaa-3, ktery byl oznaden jako Msel-primer—1 a v némzZ jsou selektivni nukleotidy oznaleny
malymi pismeny. Znadeni bylo uskutedné&no pfi pouZiti nasledujicich materiali:

3,0 mikrolitrtt 18—neru (z roztoku 50 ng/mikrolitr = 150 ng) 5,0 mikrolitrii Zp_APT (z roztoku
10 mikroCi/mikrolitr = 50 mikroCi) 3,0 mikrolitri 250 mM tris.HCI, 10 mM MgCl,, 50 mM
DTT, pH 7,5 0,5 mikrolitri T4 DNA-kin4zy (Pharmacia, 10 jednotek/mikrolitr) 18,5 mikrolitri
vody.

Byl ziskan celkovy objem 30 mikrolitri smési, ktera byla inkubovana 30 minut pii teploté 37 °C.
V kazdé PCR byl pfidan 1 mikrolitr tohoto 5'~znageného primeru.

Bylo provedeno celkem 28 PCR-reakci, v nichZ byla kaZzda ze 4 matricovych DNA amplifi-
kovana pomoci sedmi kombinaci primeri. Kazda kombinace primert obsahovala tentyz Msel—
primer (svrchu popsany Msel-primer-1), aviak mé&nily se Pstl-primery. Bylo vybrano celkem 7
riznych primeri (stejné jako v pfipadé Msel-primeru jsou selektivni nukleotidy oznaleny
pomoci malych pismen):

Pstl-primer-1: 5-GACTGCGTACATGCAGga-3
Pstl-primer-2: 5-GACTGCGTACATGCAGgt-3
Pstl-primer-3: 5:—G,.AC;TGCGTACAT:GCAGQQ-\?»
Psti-primer-4: 5-GACTGCGTACATGCAGag-3
Pstl-primer-5: 5-GACTGCGTACATGCAGat-3
Pstl-primer-6: 5-GACTGCGTACATGCAGct-3
Pstl-primer-7: 5-GACTGCGTACATGCAGta-3
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V3echny PCR~-primery byly rozpustény ve vodé v koncentraci 50 ng/mikrolitr.
Amplifika¢ni reakce
Smés pro uskuteénéni PCR obsahovala tyto sloZky:

2,0 mikrolitri matricové DNA

1,0 mikrolitri 5'znaeného Msel-primeru (5 ng)

0,5 mikrolitrii nezna¢eného Msel-primeru (25 ng)

0,6 mikrolitri Pstl-primeru (30 ng)

2,0 mikrolitri 100 mM tris.HCI, 15 mM MgCl,, 500 mM KCl, pH 8,5

0,8 mikrolitru 5 mM dNTP

0,1 mikrolitru Taq—polymerazy (Cetus Perkin Elmer, 5 jednotek na mikrolitr)
13,0 mikrolitru vody

V3echny reakdni slozky byly dobfe promiseny a podstatna sloZka PCR, obvykle enzym, byla
pfidana jako posledni. Pak byla reakce co nejdfive zahajena.

Amplifikace byla uskute¥n&na pfi pouziti zafizeni Perkin Elmer k provadéni tepelnych cykli.
Bylo uZito nasledujiciho profilu jednotlivych cykli:

1 cyklus: denaturace: 30 s pfi 94 °C
vazba: 30 s pti 65 °C
prodlouZeni: 30 s pfi 72 °C
11 cykld: denaturace: 30 s pti 94 °C
vazba: teplota se sniZuje o 0,7 °C v kazdém cyklu

64,3 °C, 63,6 °C, 62,9 °C, 62,2 °C, 61,5 °C, 60,8 °C, 61,1 °C,
59,4 °C, 58,7 °C, 58,0 °C, 57,3 °C.
Pii kazdé teplot& inkubace 30 sekund.
prodlouZeni: 60 sekund pti 72 °C
23 cykli: denaturace: 30 s pfi 94 °C
vazba: 30 s pfi 56 °C
prodlouZeni 60 s pfi 72 °C

Analyza amplifikovanych fragmenti na gelu

Reakeéni produkty byly analyzovany na 4,5% denatura¢nich polyakrylamidovych gelech. Byly
pouZity gely s rozmérem 50 x 38 cm, kazety pro pfipravu téchto geli byly ziskany od Biorad.
Bylo uZito vzdy 100 ml roztoku gelu s obsahem 4,5 % akrylamidu, 0,225 % bisakrylamidu,
7,5 M mo&oviny, 50 mM tris, 50 mM kyseliny borité, 1 mM EDTA, pH 8,3. 100 ml roztoku gelu
bylo smiseno s 500 mikrolitry 10% persiranu amonného a 100 mikrolitry TEMED t&sn& pies
odlitim gelu. Jako pufr pro elektroforézu byl uZit tris pufr s kyselinou boritou a EDTA, obsahujici
100 mM tris, 100 mM kyseliny borité a 2 mM EDTA, pH 8,3. Reakni smés byla smisena se
stejnym objemem 20 mikrolitri 98% formamidu s 10 mM EDTA, 0,01 % bromfenolové modfi
a 0,01 xylenkyanolu. Vysledné smé&si byly zahfaty na 3 minuty na 95 °C a pak rychle zchlazeny
na ledu. 2 mikrolitry kaZdého ze vzorki byly naneseny na gel a postup byl pak provadén pfi
napéti 110 W k zajist¥ni stilého vyvoje tepla v pribéhu elektrofézy. Za téchto podminek
odpovidala sila elektrického pole v gelu hodnotam 40 aZ 50 volti/cm.

Vysledky reakci SRFA jsou zndzornény na obr. 14. Drahy jsou oznaleny 1 aZ 28 a obsahuji vzdy
&tyfi linie rajéat s jednou ze sedmi kombinaci primert. Pofadi linii raj¢at na gelu je nasledujici.

1. GCR26, 2. GCR151, 3. Gem®, 4. Gem®, Drahy 1 aZ 4 obsahuji tyto DNA amplifikované
Msel-primerem—1 a Pstl-primerem—1, dréhy 5 az 8 obsahuji tyto DNA, amplifikované

~

Msel-primerem—1 a Pstl-primerem-2, drdhy 9 aZ 12 obsahuji tyto DNA, amplifikované
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Msel-primer-1 a Pstl-primerem-3, drédhy 13 aZ 16 obsahuji tyto DNA amplifikované
Msel-primerem—1 a Pstl-primerem-5, drahy 21 aZz 24 obsahuji tyto DNA amplifikované
Msel-primerem—1 a Pstl-primerem—6 a drahy 25 aZz 28 obsahuji tyto DNA amplifikované
Msel-primerem-1 a Pstl-primerem—7. Gel neobsahuje Zidné oznadeni, uréuji velikosti molekuly,
aviak vizualizované fragmenty DNA odpovidaji +200 nukleotidim na spodni strané obrazku
a +500 nukleotidiim na jeho horni strané.

Piiklad 3
Selektivni amplifikace restrik&nich fragmentti DNA riznych &eledi

V piikladu 2 je uveden princi selektivni amplifikace restrikinich fragmenti SRFA pfi pouZiti
dvou restrikénich enzymi s pouZitim DNA rajéete. V tomto piikladu bude prokazino, Ze
obdobné vysledky je moZno ziskat pfi pouZiti DNA riznych &eledi Lactuca pfi pouZiti tychz
restrikénich enzymi, Pstl a Msel.

Izolace a modifikace DNA

DNA se izoluje zpusobem, popsanym v pfikladu 1 pfi pouZiti mladych listh riznych &eledi
Lactuca. Jak bude jesté dile uvedeno, tyto rostliny zahrnuji b&Zny salat L. sativa a nékolik
Jjednotlivel ze dvou divokych Celedi Lactuca, L. saligna a L. virosa. Rostliny byly pro ucely
pokusti oznaleny nasledujicimi jmény:

1. L. saligna, €. 21, rostlina 1

2. L. saligna, &. 21, rostlina 2

3. L. saligna, &. 22, rostlina 1

4. L. saligna, &. 22, rostlina 2

5. L. virosa, &. 01, rostlina 1

6. L. virosa, ¢. 01, rostlina 2

7. L. virosa, &. 02

8. L. virosa, &. 03, rostlina 1

9. L. virosa, ¢&. 03, rostlina 2

10. L. sativa, bézny kiehky salat

Analyzovany geneticky material tedy predstavoval 6 odlisnych typi rostlin véetné dvou
odlisnych jednotlivel ze &tyf téchto typu.

Modifikace DNA téchto rostlin Lactuca k vytvofeni matric pro SRFA byly provadény stejnym
zpusobem, jaky byl popsan svrchu v Pfikladu 2.

Amplifikace Pstl-Msel-fragmenti

DNA, pfipravené svrchu uvedenym zpisobem byly uZity jako matrice pro reakce SRFA. Byly
uzity kombinace dvou primert, pfitemZ byl pouZit jeden Msel-primer a dva od sebe odlisné
Pstl-primery. Tyto primery (selektivni nukleotidy v nich jsou oznaleny malymi pismeny) je
mozno charakterizovat jejich dale uvedenymi fetézci:

Msel-primer: 5-GATGAGTCCTGAGTAAaca-3
Pstl-primer-1: 5-GACTGCGTACATGCAGaa-3
Pstl-primer-2: 5-GACTGCGTACATGCAGca-3
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Amplifikace fragmentt Pstl-Msel pfi pouZiti svrchu popsanych primerd byla provad€na piesné
zpisobem podle pfikladu 2 a vytvofené fragmenty byly vizualizovany na denaturanim
polyakrylamidovém gelu zpuisobem podle prikladu 2. Ziskané pasy jsou zndzornény na obr. 15.
Na drahach 1 aZ 10 jsou znizornény vzorky DNA 1 aZ 10, amplifikované primerem Msel.
v kombinaci s Pstl-primerem~1, ve drahach 11 az 20 jsou zndzomé&ny vzorky DNA 1 aZ 10,
amplifikované primerem Msel vkombinaci s Pstl-primerem-2. Oznafeni velikosti molekul
nukleotidii (na vykrese neni viditelné) je uvedeno v pravé strané gelu. Rozdily v jednotlivych
pasech odraZeji rozdily v piibuznosti zkoumanych rostlin.

Priklad 4

Selektivni amplifikace restrikénich fragmentli v inbrednich liniich kukufice pfi pouZiti riznych
kombinaci restrikénich enzymi

V piikladech 2 a 3 je uveden princip selektivni amplifikace restrikénich fragmenti SRFA pfi
pouZiti dvou restrikénich enzymi pfi pouZiti DNA zrajéete a ze salitu (Lactuca species).
V tomto pf¥ikladu bude prokazéino, Ze podobnych vysledkil je mozno dosahnout také pfi pouZiti
linii kukufice (Zea mais). Mimoto bude prokazano, Ze k typovani DNA u téchto linii kukufice je
moZno vyuzit riznych kombinaci restrik&nich enzymi.

Izolace a modifikace DNA

Byly uzity dv& inbredni linie kukufice, které byly oznaleny 1 a 2. Zdroj téchto linii je irelevantni
vzhledem k tomu, Ze podle ziskanych zkuSenosti je mozZno z jakékoliv zvolené linie ziskat
s pouZitim SRFA dobré typovani DNA. DNA ze zkoumanych linii byla ziskana z mladych listt,
z nichZ byla izolovéana zpisobem podle publikace Saghai-Mahoof a dal3i 1984, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 81, 8014-8018. Pro pfipravu matricové DNA byly uZity nasledujici kombinace
restrikénich enzymi (EK): Pstl/Taql, EcoRI/Taql, Asel/Taql a Sse8387-1/Taql. Viechny enzymy
byly ziskiny od Pharmacia s vyjimkou enzymu Asel, ktery byl ziskdin od New England Biolabs
a enzymu Sse8387-1, ktery byl ziskidn od Amersham. Matricové DNA byly pfipraveny v podstaté
podle ptikladi 2 a 3’ s nasledujicimi vyjimkami.

Restrikéni DNA byla uskuten€na tak, Ze nejprve byla DNA inkubovéana s enzymem Taql jednu
hodinu pfi teplot& 65 °C a pak byla inkubovéna s druhym enzymem, Pstl, Asel, EcoRI nebo
Sse8387-1 dalsi hodinu pfi teplot& 37 °C. Vazba adaptorti byla provadéna stejn& jako v ptikladu 2
pfi pouziti nasledujicich adaptort:

-24-



10

15

CZ 291877 Bé6

Taql-adaptor: 5-GACGATGAGTCCTGAC-3
3 -TACTCAGGACTGGC-5

Pstl a Sse8387-l-adaptor:
5-bio-CTCGTAGACTGCGTACATGCA-3
3 - CATCTGACGCATGT -5

Asel-adaptor: 5-bio-CTCGTAGACTGCGTACC-3
3 -CTGACGCATGGAT-5

EcoRl-adaptor: 5-bio-CTCGTAGACTGCGTACC-3
3-CTGACGCATGGTTAA-5

Amplifikace restrikénich fragmentt

Amplifikace restrikénich fragmenti byla uskutetngna zpiisobem, popsanym v ptikladu 2.
Primery, zvolené pro oznaleni amplifikatnich produktd byly nésledujici Taql-primery s tremi
selektivnimi nukleotidy (tyto nukleotidy jsou opét oznateny malymi pismeny): ’

Taql-primery (5'-zna&ené):

1. 5-TGAGTCCTGACCGAacc-3
2. 5-TGAGTCCTGACCGAaca-3
3. 5-TGAGTCCTGACCGAcaa-3
4. 5-TGAGTCCTGACCGAcac-3

Uvedené Ctyfi primery byly pouZity pro detekci amplifikadnich produktii, ziskanych pii pouZiti
viech Ctyf kombinaci enzymi. Pro kaZdou kombinaci enzymii byly uzity 4 primery pro jiny
enzym za vzniku celkem 16 kombinaci pro kaZdy zenzymi. Uvedené primery budou dale
znézornény svymi fetézci (selektivni nukleotidy jsou oznateny malymi pismeny). Pro primery
EcoRI a Asel byly vybrany primery se tfemi selektivnimi nukleotidy, pro Pstl primery se dvéma
selektivnimi nukleotidy a pro enzym Sse byly zvoleny primery, obsahujici jeden selektivni
nukleotid. Pro enzymy, které §t&pi DNA genomu kukufice na malém pottu mist byly zvoleny
primery, obsahujici prodlouZeni s men3fm poétem selektivnich nukleotidd.
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EcoRl-primery: 1. 5-CTGCGTTACCAATTCcaa-3
2. 5-CTGCGTTACCAATTCaca-3

3. 5-CTGCGTTACCAATTCaac-3
4. 5-CTGCGTTACCAATTCcag-3
Asel-primery: 1. 5-GACTGCGTACCTAATaac-3
2. 5-GACTGCGTACCTAATaag-3
3. 5-GACTGCGTACCTAATacc-3
4. 5-GACTGCGTACCTAATgaa-3

5-GACTGCGTACATGCAGac-3
5-GACTGCGTACATGCAGaa-3
5-GACTGCGTACATGCAGca-3
5-GACTGCGTACATGCAGcc-3

Pstl-primery:

>N =

Sse8387-l-primery: 5-GACTGCGTACATGCAGGa-3

1.

2. 5-GACTGCGTACATGCAGGg-3
3. 5-GACTGCGTACATGCAGGc-3
4. 5-GACTGCGTACATGCAGGt-3

Bylo provedeno celkem 128 PCR-reakci (2 DNA x 4 kombinace enzymi x 16 kombinaci
primerd) zpisobem, uvedenym v piikladu 2. Reakéni produkty t&chto PCR byly analyzovany na
3 gelech (s obsahem 48 drah/gel) zpisobem, popsanym v piikladu 2. VSechny kombinace
primerti poskytovaly mapy DNA v rozsahu 50 aZ 100 past v jedné draze, s vyjimkou kombinace
Ssel/Taql, kde bylo ziskdno pouze 10 az 15 past v jedné drize. Pfiklad jednoho z geld je
znazornén na obr. 16. Je znazornéna &ast gelu s analyzou mapy, ziskané pfi pouZiti kombinace
enzymi Pstl/Taql a EcoRI/Taql. V drahdch 1 az 8 jsou zndzornény mapy dvou vzorki DNA
kukufice, ziskanych pomoci SRFA a Taql-primeru-3 a Pstl-primert-1, -2, -3 a —4, v drahach 9
aZ 16 jsou znazornény mapy DNA ze dvou vzorku kukufice, ziskanych pomoci SRFA pfi pouZiti
Taql-primeru—4 a Pstl-primeri-1, -2, -3 a -4, vdraze 17 je uvedena lambda-DNA po
rozitépeni enzymem Psrl pro oznaCeni, velikost n€kterych fragmenti feté€zce nukleotidi je
uvedena vpravo a ve drahach 18 aZ 25 jsou zndzornény mapy pro DNA ze dvou vzorki DNA
kukufice, ziskanych pomoci SRFA pfi pouZiti Tagl-primeru—1 a EcoRI-primeri-1, -2, -3 a 4.

Piiklad 5
Selektivni amplifikace restrik&nich fragmenti bakteridlni DNA
V piikladech 2, 3 a 4 byl vysvétlen princip selektivni amplifikace restrikénich fragmenti SRFA

pfi pouZiti dvou restrikénich enzymii u rajCete, salati (Lactuca species) a u kukufice. V tomto
prikladu bude prokdzano, Ze uvedeny postup je mozno pouZit také k charakterizaci bakterialni
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DNA. Velky poCet kmenti Xanthomonas campestris byl ziskan z Laboratory of Microbiology,
Ghent, Belgie a uvedené kmeny byly zvoleny k prikazu pouZitelnosti postupu u bakterii.

Izolace a modifikace DNA
Vsechny vzorky DNA byly pfipraveny z kment Xanthomonas campestris, izolovanych z riznych

zdroji, pfevazné z infikovanych rostlin. Tyto kmeny byly oznaleny &isly 1 aZ 26 tak, jak jsou
dale uvedeny, a je moZno je ziskat z Laboratoiry of Microbiology, Ghent, Belgie.

DNA podceled pathovar izolat
L. albilineans 494
2. fragariae 708
3. oryzae oryzae 5047
4. oryzae populi 5743
5. maltophilia 958
6. campestris campestris 568
7. campestris alfalfae 497
8. campestris coracanae 686
9. campestris citri 8655

10. campestris citri 9658

11. campestris citri 9181

12. campestris citri 8657

13. campestris citri 8654

14. campestris citri 8650

15. campestris citri 682

16. campestris citri 681

17. campestris citri 9325

18. campestris citri 9321

19. campestris citri 9176

20. campestris citri 9671

21. campestris citri 9665

22. campestris citri 9182

23. campestris citri 568

24, campestris citri 9167

25. campestris citri 9175

26. campestris citri 9160

DNA téchto bakteridlnich kmenti byla izolovana zpisobem, popsanym v publikaci Marmur, J.
Mol. Biol. 3, str. 208 az 218. Vzorky DNA byly rozitépeny restrikénimi enzymy v podstats
zpisobem podle ptikladu 4 s tim rozdilem, Ze jako restrikéni enzymy byly pouZity enzymy Taql
a Apal. Vazba adaptorii byla uskute¢néna zpisobem podle piikladu 4 pfi pouZiti nasledujicich
fetézci adaptorti:
Taql- adaptor: 5-GACGATGAGTCCTGAC-3
| 3 - TACTCAGGACTGGC-5

Apal- adaptor: 5-bio-TCGTAGACTGCGTACAGGCC-3
3- CATCTGACGCATGT-5
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Amplifikace restrikénich fragmentt

Amplifikace restrikénich fragmenti byla uskute¢néna zplsobem, popsanym v pfikladu 2.
Primery, které byly zvoleny pro SRFA byly Taql-primer 5S~-CGATGAGTCCTGACCGAg-3
sjednim selektivnim nukleotidem, oznalenym malym pismenem a Apal-primer 5-—
GACTGCGTACAGGCCCg-3 sjednim selektivnim nukleotidem, rovnéz oznaSenym malym
pismenem. Apal-primer byl oznacen na 5'—zakondeni pro detekci amplifikovanych fragmentd
zpisobem, popsanym v pfikladu 2.

KaZda ze 26 DNA byla amplifikovéna pfi pouZiti svrchu popsané sestavy primerti. Podminky
amplifikace byly stejné jako v pfikladu 2 stim rozdilem, Ze posledni 9 cykli PCR bylo
vynechano vzhledem k mensi sloZitosti DNA ve srovnéni s rostlinnou DNA z pfikladi 2, 3 a 4.

Typovani DNA, kterého bylo dosaZeno pfi pouZiti bakteridlni DNA podle toho ptikladu je
znazornéno na obr. 17. Dréhy 1 aZ 26 predstavuji bakteridlni DNA 1 aZ 26. Velikost DNA,
pouZité pro oznaleni (na gelu neni viditelny) je v po&tech nukleotidii uvedena na pravé strang
gelu. Tato &isla jasné€ prokazuji Ze pfibuznost bakteridlnich kmeni se odraZi na podobnosti
ziskanych pasi.

Priklad 6

Selektivni amplifikace restrikénich fragmenti DNA riznych Zivolichi pifi pouZiti dvou
restrikénich enzymi

V predchozich ptikladech byla popséna selektivni amplifikace restrikénich fragmentd SRFA pro
DNA z riznych rostlinnych zdrojii. Nyni bude osvétlena u¢innost zpisobu pfi pouZiti ndhodné
odebranych vzorkii DNA z riznych domaécich zvifat. Byly pouzity: Gallus domesticus (kufe),
SUSSCROFA DOMESTICA i. (vepi), bos taurus (krava), Equus caballus (kiii). PouZitymi
restrikénimi enzymy byly Sse83871 a Msel.

Izolace a modifikace DNA

DNA byla izolovana ze vzorkl krve zplisobem podle publikace Maniatis a dalsi, 1982. Vzorky
DNA 1 az 3 (kufe), 4 aZ 7 (vept), 8 az 11 (kréva) a 12 aZ 15 (kiii) byla roz§t&peny restrikénimi
enzymy Sse83871 a Msel. Fragmenty DNA byly naviziny na adaptory zpisobem podle pfikladu
2. Vzhledem k tomu, Ze pfi pouZiti restrikénich enzym( Ssse83871 a Pstl vznikaji kompatibilni
3'~prodlouZena zakonceni, bylo mozno pouZit Pstl-adaptor i Msel-adaptor, popsané v piikladu 2.

Amplifikace restrikénich fragmenti
Matricova DNA, popsand svrchu a pfipravena zpusobem podle piikladu 2 byla pouZita jako

matrice pfi uskutenéni reakci SRFA. PouzZité kombinace primert byly tvofeny jednim Msel—
primerem a odli$nymi Ssel-primery

Msel-primer:
5-GATGAGTCCTGAGTAAtac-3
Sse83871-primer-1;

§-GACTGCGTACATGCAGGaa-3 SseB8387I-primer-2:
5-GACTGCGTACATGCAGGag-3
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Amplifikace fragmentii Sse83871-Msel pfi pouzZiti pard primerd, tak jak byly svrchu popsény
byla provddéna zpisobem podle pfikladu 2. Reakéni produkty byl podrobeny elektroforéze na
denaturatnim polyakrylamidovém gelu, rovnéZ popsaném v piikladu 2. Autoradiograficky
zaznam, zndzorujici typovani uvedenych vzorki je uveden na obr. 18. Ve drahach 1 a% 15.je
uvedeno typovani pro DNA 1 aZ 15 po amplifikaci pfi pouZiti Msel-primeru, parovaného
s Sse83871-primerem-1, ve drahdch 16 aZ 30 je uvedeno obdobné typovéni pti pouZiti primeru
Msel vkombinaci s Sse87871-primerem—2. Rozdily mezi jednotlivymi jedinci urgitého
Zivo€idného druhu odréaZeji heterogenitu Zivo&isné populace. Celkové typovani je charakteristické
pro uréity Zivo&i$ny druh.

Ve zvléstnim provedeni tvofi podstatu vynalezu zpisob Fizené amplifikace alespoii &4sti vychozi
DNA, kter4 obsahuje vétsi poCet restrik&nich mist pro urdité specifické restrikéni endonukleazy,
pfi¢em?Z alespoti &ast fetézce nukleovych kyselin je nezndma, postup spod&iva v tom, Ze se

a) vychozi DNA rozit€pi specifickou restrik&ni endonukleazou za vzniku odpovidajiciho po&tu
restrik¢nich fragmenti, opatfenych zakon&enimi 5’ a 3/,

b) pokud 5'- a 3’ adaptory jiZ nebyly k dispozici v odd&lenych formach, rozit&pi se toutéz
specifickou restrikéni endonukleizou také urdeny oligonukleotidovy vazny fetézec s dvojitym
fetézcem, obsahujici v nukleotidovém fetdzci jediné misto plsobeni pro pouZitou restrikéni
endonukledzu za roz§tépeni na 5'- a 3'-adaptor,

¢) vzijemné se navaZi restrikéni fragmenty, ziskané zvychozi DNA na svych 5'— a 3'-
zakonCenich a 3'- a 5'-adaptory za vzniku restrik&nich fragmentii vychozi DNA s prodlouZenymi
zakonCenimi, pfi¢emz tyto fragmenty obsahuji na svém 5'— a 3’ zakon&eni prodluZujici fetézce,
JejichZ nukleotidovymi fetézci jsou fetdzce 3'— a 5'— adaptord v&etné nukleotidt ze specifického
restrikéniho mista,

d) pokud neb&# o vhodné matrice pro primery, prodlouZi se uvedené 5'— a 3'— adaptory pied
svrchu uvedenou vazbou pfidanim oligonukleotidovych segmentii se stanovenym stalym fetéz-
cem na odpovidajici 5'— a 3'~zakonéeni, pfiemz se v pfipadé potieby z téhoZ divodu prodlouzi
odpovidajici konce prodlouzenych restrikénich fragmentii oligonukleotidovymi segmenty za
vzniku restrikénich fragmenti, prodlouZenych na obou koncich uvedenych konstantnim fetéz-
cem,

e) prodlouzené, poptipadé elongované restrikéni fragmenty se za hybridizadnich podminek
uvedou do reakce s dvéma oligonukleotidovymi primery,

f) primery zahmuji fetézce, odpovidajici tymZ nukleotidovym fetézciim, které obsahuji 5'— a
3'—zakonteni prodlouzenych nebo popfipadé elongovanych restrikénich fragmentd, které jsou
komplementarni k fetézcim, které maji funkci matricovych fetézcd pro uvedené primery,
pfiemZ primery selektivné obsahuji nukleotidy, komplementarni k nukleotidtim, u¢astnicim se
tvorby mista plisobeni specifické restrikéni endonukleazy v fetézci matrice,

g) elongované restrikéni fragmenty, hybridizované uvedenymi primery se amplifikuji PCR
nebo podobnymi postupy v piitomnosti poZadovanych nukleotidi a polymerazy za dalsi elongace
hybridizovanych primerii podél restrikénich fragmentii vychozi DNA, s niZ primery na poéatku
hybridizovaly po celé své délce, nadeZ se

h) identifikuji nebo izoluji vysledné restrikéni fragmenty.

Ve specifickém provedeni tohoto postupu odpovidé terminalni nukleotid alespoti z uvedenych
primeri ve sméru elongace poslednimu nukleotidu mista pisobeni restrikéni endonukleizy,
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postup zahrnuje identifikaci a izolaci restrik&nich fragmenti vychozi DNA, které byly amplifi-
kovany.

V dal8im specifickém provedeni tohoto postupu zahrnuje alespoii jeden z uvedenych primerd
fetézec urgitého podtu nukleotidi (jeden nebo né&kolik nukleotidi), ktery zasahuje za posledni
nukleotid, G&astnici se tvorby mista plisobeni specifické endonukledzy ve sméru své vlastni
elongace v rozsahu odpovidajicich restrikénich fragmentii v priib&hu amplifika¢niho stupné.

Ve specifickém provedeni uvedeného postupu obsahuje vazny fetézec s dvojitym fetézcem
nukleotidii nékolik mist ptisobeni specifickych restrikénich endonukleaz, které se navzijem od
sebe 1i§i, postup spodiva v opakovéni stupiiti svrchu uvedeného postupu pfi pouZiti téze vychozi
DNA, avsak pfi pouZiti jiné restrikéni endonukleazy a pfi pouZiti primerd, jejichZ nukleotidovy
fetézec je definovan stejnym zplisobem jako svrchu, aviak je specificky pro tuto odli¥nou
pouZitou restrikéni endonukledzu.

Svrchu popsany postup je vhodny pro pouZiti k identifikaci polymorfizmu uritych DNA,
pochazejicich z téhoZ Zivodi¥ného druhu napfiklad miZe jit o DNA genomu mikroorganismu,
rostliny nebo Zivodicha v&etn& lidi nebo miZe také jit o fragmenty této DNA. K témuZ ulelu je
moZno vyuZit i oligonukleotidy podle vynalezu. Postupuje se tak, Ze se zkoumana DNA podrobi
zplsobu podle vynalezu nebo se uvede do styku s oligonukleotidem podle vyndlezu za podminek,
pri nichZ miZze dochézet k amplifikaci nebo k elonga¢ni reakci, mapy ziskanych restrik&nich mist
se srovnavaji po kaZdou jednotlivou DNA a popfipadé se lokalizuje misto, v némZ dochazi
k polymorfizmu podle rozdili, pozorovanych mezi velikosti restrikénich fragmenti, které byly
ziskany z riznych DNA.

Vynilez se rovnéZ tyka fragmentované DNA, jejiZ rizné fragmenty obsahuji fetézce, které
viechny odpovidaji potate¢nim §t&pnym produktim nefragmentované vychozi DNA, z niZ byly
ziskany pilisobenim té% specifické endonukleazy, pfi¢emZ viechny fragmenty byly prodlouZeny
na svych 5'— a 3'— zakonlenich pfi pouZiti pfislusnych 3'- a 5'— adaptorii, odpovidajicich
rozitépené &asti téhoZ vychoziho vazného fetézce DNA, ktery na zalatku obsahoval jediné misto
plsobeni uvedené specifické endonukleazy, popiipadé prodlouzené pfedem urfenymi stalymi
fetézci. FragmentovanA DNA miZe mit formu skupiny putujicich pasi na vhodném nosii,
naptiklad gelu, v némZ byly fragmenty na zacitku uvedeny do pohybu pisobenim elektrického
pole.

Fragmentovani DNA miiZe také obsahovat koncové &asti vetné nukleotidii, charakterizovanych
nasledujicim sloZzenim, po¢inaje od 5'— zakonCeni:

i) nukleotidovy fetézec (konstantni fetézec) alespofi 10 bazi, avSak ne vice neZ 30 bazi,
komplementarni k uréenému fetdzci DNA, ktery je uZit jako adaptor, okamZité nasledovany:

ii) nukleotidovym fetézcem, komplementarnim k mistu piisobeni specifické restrikéni endo-
nukledzy, pouZité ve stupni a), pfiemz fetézec tohoto mista ani jeho Cast nejsou obsaZeny
v Fetézci ii), okamZité nasledovany

ili) nukleotidovym fetézcem s obsahem alespoii jednoho nukleotidu, aviak méné nez 10 nukleo-
tidd, s délkou napfiklad 1 aZ 5 nukleotidi.

Vynilez se rovnéZ tyka sestavy pro fragmentaci DNA pfi pouZiti alespoii jedné restrikéni endo-
nukleazy s nislednou analyzou ziskanych fragmenti, sestava obsahuje:

—  specifickou restrikéni endonukledzou,

—  oligonukleotidovy vazny fetézec s dvojitym fetézcem DNA, ktery sim o sob& obsahuje ve
svém nukleotidovém fetézci jediné misto pisobeni uvedené specifické restrikéni endonukleazy
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pro roz8t&peni na odpovidajici 5'- a 3'- adaptory, pfitemZ uvedeny vazny fetézec s obsahem
DNA s dvojitym fetézcem ma dostateénou velikost pro vznik 5'— a 3'— &4sti, které mohou slouZit
Jjako matrice pro PCR~primery v této sestavé,

—  PCR primery, obsahujici tytéZz sekvence jako fetézec 5'- a 3’ adaptorii, komplementarni
k fetézclim, pouzitych jako matrice pro uvedené primery, pfi€emZ primery dale obsahuji nukleo-
tidy, komplementarni k nukleotidiim, které se G&astni tvorby mista piisobeni urené specifické
restrikéni endonukledzy v fetézci matrice,

-~ popfipad€ oligonukleotidové segmenty stanovenych (stalych) fetézci pro tvorbu mist
s dostateCnou délkou pro hybridizaci suvedenymi primery pro elongaci 5~ zakondeni 5'—
adaptori nebo 3'— zakonfeni 3'— adaptori nebo obou zakondeni pred rozit&penim vazného
fetézce pusobenim specifické restrikéni endonukleédzy za vzniku 5'- a 3'— adaptord nebo pro
elongaci prodlouZenych fragmentd, ziskanych po vazbé 5~ a 3'— adaptorii na konce fragmenti
vychozi DNA,

—  popiipad¢ fragmentovanou DNA, odpovidajici uréené DNA, jejiZ fragmentace je sledovana,
pfiemZ fragmenty uvedeného standardu DNA byly ziskany rozitépenim této DNA pfi pouZiti
uvedené specifické restrikéni endonukleazy.

Ve zvladtnim provedeni této sestavy maji oligonukleotidové segmenty pro elongaci 5'- a 3'—
adaptoru nebo pro 5'—a 3'— zakonéeni prodlouZenych fragmenti DNA identické fetézce.

V dalsim specifickém provedeni obsahuje vazny fetézec sestavy nékolik mist piisobeni specifické
endonukleazy, od sebe navzijem odli§nych a sestava dile obsahuje primery, odpovidajici 3'— a
5'— adaptorim, vytvofenym roz§tépenim vazného fetézce uvedenymi specifickymi endo-
nukledzami, pfi¢emZ primery odpovidaji typu, ktery je uveden v naroku 8, pokud jde o 3'—a 5'—
adaptory, vznikajici vtomto vazném fFetézci roz§tépenim kaXdou zuvedenych specifickych
endonukleaz.

V dalSim zvla$tnim provedeni miZe sestava obsahovat fragmentované standardy DNA, odpovi-
dajici specifickym restrikénim endonukledzdm p¥itemZ urdity standard odpovida vzdy uréité
specifické restrikéni endonukledze.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob amplifikace pfinejmensim jednoho restrikéntho fragmentu zvychozi DNA,
vyznadéujici se tim,Ze

(a) vychozi DNA se $tépi pfinejmensim jednou restrikéni endonukledzou a ziskaji se restrik&ni
fragmenty,

(b) ziskané restrikéni fragmenty se liguji s alespoti jednim syntetickym dvoufet&zcovym oligo-
nukleotidovym adaptorem, jehoZ jeden konec je kompatibilni pro ligaci s jednim nebo ob&éma
konci restrik&nich fragmenti, &imzZ se p¥ipravi oznatené restrikéni fragmenty,

(c) ziskané oznaCené restrikéni fragmenty se za hybridizatnich podminek pfivedou do kontaktu
s alespoil jednim oligonukleotidovym primerem, pfi¢emZ tento primer nebo primery obsahuji
nukleotidovou sekvenci parujici s asti rozpoznavaci sekvence restrikéni endonukleazy ptitomné
v oznaCeném restrikénim fragmentu a také parujici s &asti adaptorové sekvence, p¥itemz alespoti
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jeden z uvedenych primerti obsahuje na svém 3'—konci zvolenou sekvenci obsahujici pfinej-
men§im jeden nukleotid umistény bezprostfedné vedle nukleotidii i€astnicich se vytvofeni dané
rozpoznavaci sekvence,

(d) oznadené restrikéni fragmenty hybridizované na uvedeny primer nebo primery se amplifikuji
v pfitomnosti poZadovanych nukleotidd a DNA polymerazy nebo se provede elongace téchto
hybridizovanych primerd podél oznaenych restrikénich fragmenti, a

(e) amplifikované nebo elongované DNA fragmenty ziskané ve stupni (d) se identifikuji nebo
izoluji.

2. Zpisob podle niroku 1, vyznaéujici se tim, Ze primer nebo primery obsahuji
sekvence, které maji stejnou nukleotidovou sekvenci jako termindlni ¢asti fetézcli na koncich
uvedenych oznalenych restrikénich fragmenti, véetné nukleotiddi u¢astnicich se tvorby rozpoz-
navaci sekvence pro uvedenou restrikéni endonukledazu a véetné pfinejmensim &asti nukleotidi
pfitomnych v ligovanych adaptorech, pfi€emZ pfinejmen$im jeden z uvedenych primeri ma na
svém 3'—konci zvolenou sekvenci obsahujici pfinejmenSim jeden nukleotid umistény bez-
prostfedné vedle nukleotidi udastnicich se vytvofeni rozpoznavaci sekvence pro uvedenou
restrikéni endonukleazu.

3. Zpisob podle niroku 1 nebo 2, vyznadujici se tim, Ze primer nebo primery maji
sekvence pfesné parujici s konstantni DNA sekvenci, tvofenou &asti rozpoznavaci sekvence
restrikéni endonukleazy a sekvenci adaptoru.

4. Zpusob podle naroku 1 nebo2,vyznaéujici se tim, Ze pfinejmensim jeden primer
obsahuje zvolenou sekvenci 1 az 10 nukleotidi.

5. Zpusob podle nékterého znéroki 1 az4,vyznadujici se tim,Ze primery obsahuji
10 az 50 nukleotidl a rozpoznavaci sekvence restrikéni endonukledzy obsahuje 4 aZ 8 nukleotidi.

6. Zpisob podle nékterého znarokd 1 az 5, vyznadujici se tim, Ze nukleotidova
sekvence primeru parujici s adaptorem obsahuje 10 aZ 30 nukleotidg.

7. Zpusob podle n&kterého z narokd 1 az 6, vyznadujici se tim, Ze adaptory jsou
konstruovany takovym zplisobem, Ze odpovidajici rozpoznavaci sekvence endonukleazy neni pfi
hybridizaci adaptoru na oznafené restrikéni fragmenty rekonstruovana, pfi¢emZ primer nebo
primery pfedstavuji oligonukleotidy obsahujici konstantni sekvenci pfesné parujici s alespoii
jednim koncem sekvence alespoii jednoho oznaleného restrik&niho fragmentu ve smési, pficemz
tato konstantni sekvence obsahuje nukleotidy pérujici s &asti cilové sekvence dané restrikCni
endonukledzy a pfinejmen$im jeden zuvedenych primeri obsahuje na svém 3'—konci
nukleotidové sekvence 1lastnici se tvorby rozpoznavaci sekvence 1 az 10 dal3ich zvolenych
nukleotidt.

8. Zpusob podle nékterého znaroki 1 aZ 7, vyznadujici se tim, Ze sekvence
nukleovych kyselin ve vychozi DNA je alespoii zE4sti neznama. -

9. Zpisob podle n&kterého zndrokd 1 aZ 8, vyznadujici se tim, Ze se pouZiji
nejméné dvé od sebe odlisné restrikéni endonukleazy.

10. Zpisob podle nékterého z ndrokd 1 a29,vyznadujici se tim, Ze viechny primery
obsahuji stejnou konstantni nukleotidovou sekvenci.

11. Zpuisob podle nékterého zniroki 1 az9, vyznaéujici se tim, Ze se pouZije smés
riznych primerd.
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12. Zpusob podle n&kterého znarokii 1 a2 9, vyznadujici se tim, Ze pfinejmen¥im
jeden primer obsahuje na svém 3'—konci 1, 2 nebo 3 zvolené nukleotidy.

13. Zpiisob podle n&kterého z ndrokd 1 aZ 11, vyznadujici se tim, Ze ve stupni (a) se
pouZiji dv€ odli$né restrikéni endonukledzy, pfitemZ pfinejmensim jeden dvoufetézcovy synte-
ticky oligonukleotid pouZity jako adaptor pro jednu z endonukleéz je biotinylovan.

14. Zpisob podle n€kterého znarokti 1 az 13, vyznadujici se tim, Ze alespoti jeden
primer je znaceny.

15. Zpisob podle n&kterého znarokil 1 aZ 14, vyznadujici se tim, Ze polet selektiv-
nich nukleotidi se voli k omezeni po¢tu amplifikovanych restrikénich fragmentii na 5 aZ 200.

16. Zpusob pfipravy sestavy amplifikovanych restrikénich fragmentd, vyznadujici se
tim, Ze se

(a) amplifikuje podskupina restrikénich fragmentli ze smési restrikénich fragmentd, ziskanych
z vychozi DNA pii pouZiti zptisobu podle n€kterého z naroki 1 aZ 15,

(b) amplifikované prodlouZzené restrikéni fragmenty se od sebe oddéli,
(c) amplifikované restrikéni fragmenty se identifikuji.

17. Zpusob podle nékterého z naroki 1 az 15, vyznaéujici se tim, Ze se jako vychozi
DNA k amplifikaci pouZije DNA genomu z lidského nebo Zivo&i¥ného vzorku, zvlasté z tkéané
nebo z krevniho vzorku.

18. Zpiisob podle n&kterého zndrokd 1 aZz 15, vyznadujici se tim, Ze se k amplifikaci
pouzije DNA genomu rostliny nebo rostlinné tkang.

19. Zpusob podle nékterého z ndrokii 1 az 15, vyznadéujici se tim, Ze se jako vychozi
DNA k amplifikaci pouZije DNA mikroorganizmu.

20. Zpisob podle nekterého z niroki 1 aZ 16, pro identifikaci polymorfizmu mezi riznymi
vychozimi DNA pochazejicimi ze stejné skupiny Zivych organizmi, vyznadujici se
tim, Ze se identifikuji rozdily mezi amplifikovanymi restrikénimi fragmenty riznych vychozich
DNA.

21. Zpusob podle n¢kterého z naroki 1 az 15, pro identifikaci polymorfizmu DNA genomu
mikroorganizmu, rostliny nebo Zivodicha, vetn& &lovéka, nebo fragmenti DNA, vzijemné nebo
ve vztahu k odpovidajici pfedem stanovené standardni DNA.

22. Zpusob podle nékterého z naroki 1 az 15, pro identifikaci polymorfizmu DNA souvisejiciho
s geneticky podminénymi vlastnostmi u &lovéka, nebo geneticky podminénymi vlastnostmi
u ZivoCichi nebo pro identifikaci geneticky podminénych vlastnosti u rostlin a pro identifikaci
znaeni DNA na bazi tohoto polymorfizmu DNA.

23. Zpusob podle n¢kterého znarokli 1 az 15, vyznadujici se tim, Ze se srovnavaji
alespoit dva nebo vice amplifikovanych nebo elongovanych fragmentd DNA, identifikované
nebo regenerované ve stupni (e) uvedeného zplsobu pro detekci podobnosti mezi rostlinnymi
nebo ZivoliSnymi varietami, druhy, kultivary, mikroorganizmy, nebo pro hodnoceni genetické
odli¥nosti a charakteristik uvedenych rostlinnych nebo Zivodidnych variet, druhi, kultivard,
mikroorganizmti.
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24. Zpusob podle n&kterého z narokii 1 az 15,vyznaé&ujici se tim, Ze se amplifikované
nebo elongované fragmenty DNA produkované ve stupni (e) identifikuji nebo izoluji ve formé
DNA otiski.

25. Zpisob podle naroku 23 pro identifikaci DNA markeri vazanych s genetickym znakem,
vyznadujici se tim, Ze zahrnuje identifikaci polymorfizmu mezi vychozimi DNA ze
stejnych Zivo&isnych druhi s odli$nymi genetickymi znaky a uvedeni tohoto polymorfizmu do
korelace s fenotypem uvedeného genetického znaku.

26. Zpisob podle n&kterého z narokt 1 az 15, vyznadujici se tim, Ze dile zahmuje
stupné:

(f) izoluje se alespoii jeden identifikovany nebo regenerovany DNA fragment ve stupni (e),

(g) stanovi se nukleotidova sekvence prvnich 8 az 10 nukleotidovych zbytkl vnitiné pfiléha-
jicich na rozpoznavaci sekvenci restrikéni endonukledzy na obou koncich uvedenych DNA
fragmenti,

(h) zkonstruuji se oligonukleotidové primery s nukleotidovou sekvenci podle primerti ze stupné
(c) zndroku 1, pfi€emZ zvolena sekvence nukleotidii obsahuje 5 aZ 10 nukleotidovych zbytkl

odpovidajicich prvnim 8 aZ 12 nukleotidovym zbytkim vnitfn¢ pfiléhajicim k restrikénim
mistim na obou koncich DNA fragmentu.

18 vykresi
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SRFA Ztyt linii rajEat p¥i pouZiti Pstl a Msel jako
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SRFA vzorki DNA z Lactuca p#i pouZiti PstIl a Msel jako
réstrikénich enzymi
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EcoRI a Taql

@ Br 9208100 B2 JR,08 AR LGILLI0; 03 e ik 1 e o4 an L.
- - o
- e
- 3 o - -
oy ~ .. ’- L - . “
in)
o ‘ -
X - ~
| = - -
. . o> «
* S 2 *
i i -
" - -
ORI .
. i -~ ~250
g
- -

& 2 ’ “."
T
_—— - - - -
. -
- .

=209

e . - e 2
’ e 3
v e
o o
. -
W g - —
. -
- a— -
- - -—
- . - "
—y- :
- M

~130

- . e

OBR. 16

-50-



CZ 291877 Bé6

SRFA bakteridlnf DNA pFi pouZit{ Apal a Taql Jako
restrik&nich enzymt
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