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(57) Selektivnf amplifikace restrikénich fragmentd spolfvd v
tom, Ze se: a)vchozf DNA rozit&pf uvedenou specificky
restrikénf endonukledzou nebo endonuklefizami za vzniku
¥ady restrikénich fragmentd, b) restrik&nf fragmenty, zfska-
né z vichozf DNA se nav4Zf na alespoii jeden synthenicky
oligonukleotid s dvojitym fetézcem (oznatovany jako adap-
tor) s jednfm koncem, kompatibilnfm pro vazbu na jeden
nebo oba konce restrik¥nich fragmentd za vzniku prodlou-
#engch restrikinich fragmentll v§choz{ DNA, ¢) prodiouZe-
né restritn{ fragmenty se za hybridizanich - podminek
uvedou styku s alespoti jednfm oligonukleotidovym prime-
rem, d)uvedené primery zahrnujicf se stejnou sekvencf
nukleotidd jako terminélnf E4sti Fetézce na koncich prodlou-
¥enfch restrikénich fragmentd veetn¥ nukleotidd, GEastnf-
cfch se toviby mista phsobenf stanovené specifické
restrikénf endonukledzy a vEetn& alespoti &dsti nukleotidd v
navéizaném adaptoru, pfitemz alespoil jeden z uvedengch
primerdl obsahuje na svém 3-konci zvoleny fetézec s obsa-
hem uréeného podtu (jeden nebo n&kolik) nukleotidd, ulo-
¥enych bezprosttedné za poslednfm nukleotidem,
G&astnfcfm se tvorby mista pro specifickou restrikénf endo-
nukleézu. €) prodlouZené restrikinf fragmenty hybridizova-
né na uvedené primery se amplifikuj{ pomoci PVR nebo
podobné techniky v p¥itomnosti poZzadovanych nukleotidl a
DNA-polymerézy nebo se uskuteénf elongace hybridizova-
ngch primerl podél prodlouZenych restrikénich fragmentd
v§chozf DNA s nf¥ uvedené primery z potitku hybridizova-
ly v celé své délce a f) amplifikované nebo elongované
fragmenty DNA, ziskané ve stupni ¢) se identifikujf nebo

izolujf.
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Selektivni ampllflkace re jr _ké:‘n ch—fragmen i o
EE N
1. Oblast techniky - R L e ——

Vynalez se tyka selektivni amplifikace restrikénich
fragmentud, aplikaci mapovani DNA a pouziti znaceni DNA v radé
raznych aplikaci véetné krfizeni rostlin a Zivoéichu, identifikace
kultivarG, v diagnostickém lékafstvi, pfi diagnose ruznych chorob u
rostlin i u Zivoéichq, pfi identifikaci geneticky podminénych chorob u
¢lovéka, pfi analyze pribuzenskych vztahd, v kriminalistice a pfi

uréovani typt mikroorganisma.

Specificky se vynalez tyka zpusobu pro mapovani DNA a
pro detekci specifického znaéeni DNA v genomech od

mikroorganismd az k vys§Sim rostlinam, ZivoCichum a clovéku..

Vynélez se rovnéZz tyka synthetickych molekul DNA a produktl na
jejich bazi pro pouziti v riznych oborech.

2. Dosavadni stav techniky

2.1. Mapovani DNA

Mapovani nebo typovani DNA, stejné jako dalsi metody pro
mapovani genu, identifikaci a analyzu DNA se tykaji charakterizace
podobnosti nebo odliSnosti genetického zakladu nebo genomu
jednotlivce, variety nebo rasy nebo celedi. Obecnym pravidlem je, ze
¢im blizsi je geneticka pfibuznost, tim vétsi je podobnost genomu, v
disledku toho budou odliSnosti genoml vzacnéjsi. Tyto podobnosti
nebo odliSnosti je moZno odhalit analyzou DNA po jejim rozstépeni
pomoci restrikénich endonukledz. Restrikéni endonukleazy jsou
enzymy, které rozpozndvaji kratké retézce nukleotidi, obvykle 4 az 8
bazi. Jejich pusobenim dochazi k rozStépeni obou fetézci DNA za
vzniku fragmentd DNA s uritou délkou. Vzhledem k vysoké
specifiénosti téchto fetézcd je DNA Stépena restrikénimi
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endonukleazami velmi specifickym zplsobem. Vysledkem je, Ze
vznikad reprodukovateina sestava fragmentu. Fragmenty DNA je
mozno frakcionovat podle jejich délky na poréznich matricich nebo
gelech, &imz dochazi ke vzniku typickych pésu, které jsou podkladem
pro mapovani DNA v genetickém zakladu organismu.

2.2. Polymorfismus DNA

V pfipadé mapovani velmi blizce pfibuznych &eledi, odrud
nebo ras mohou byt ziskané mapy DNA totoZné nebo veimi podobné.
V pFipadé, Ze jsou pozorovany rozdily u jinak identickych map DNA,
hovofi se o polymorfii DNA. Jde o nové fragmenty DNA, které se v
mapé objevuji. DNA je pak v této poloze polymorfni a novy fragment
DNA je mozno vyuZit k oznaéeni DNA. Polymorfie DNA, prokazana v
mapach DNA, ziskanych pomoci §tépeni restrikénimi enzymy muze
byt zpUsobena kteroukoliv z nasiedujicich zmén v fetézci DNA:
mutace, které odstrani misto plsobeni restrikéni endonukleazy,
mutace, jejichZ dﬂsledkgm je vznik novych mist pusobeni téchto
enzymu, ulozeni novych bazi, vypusténi nékterych bazi nebo inverse
mezi dvéma misty plsobeni restrikénich enzymu.

Polymorfismus tohoto typu se obecné oznaduje jako RFLP,
polymorfismus délky rqstrjkc‘:nich fragmentl. Takové zmény, které
jsou disledkem mutaci se budou chovat jako neskodné genetické
znadeni v pfipadé, ze se budou dédit dédi¢nosti Mendelova typu. V
dusledku toho je moZno polymorfismus DNA vyuzit jako genetické
zna&eni obdobnym zpGsobem jako jakékoliv jiné genetické znaceni:
pfi priikazu rodidovstvi, pfi genetickych studiich, tykajicich 'se
dédiénosti riznych viastnosti a také v riznych pfipadech identifikace

jednotlivca.

2.3. Technika mapovani DNA

V pfipadé téméi vSech Zivych organisml s vyjimkou vird
vznika pFi Stépeni veskeré DNA genomu pusobenim restrikénich
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endonukleaz tak velké mnozstvi pasud, Ze neni mozné vySetfit obsah
véech téchto pasi. Z tohoto dudvodu jsou vSechny metody pro
mapovani DNA zalozeny na. principu, pfi jehoz provadéni se
visualizuje jen mala frakce fragmentli DNA, takze vznika jednoducha

sestava pasu, ktera tvofi mapu DNA.

Nejrozsifenéjsi postup spociva v tom, ze se DNA organismu
rozs§tépi plsobenim restrikénich endonukledz, restrikéni fragmenty
se podrobi frakcionaci pfi pouziti elektroforézy na gelu, fragmenty
frakcionované DNA se prenesou a zajisti se jejich vazba na
membranu, nacez se membrana hybridizuje se specifickym
fragmentem DNA, "sondou". Fragment DNA vytvofi molekuly DNA s
dvojitym fetézcem s fragmentem (nebo fragmenty) na membréané s
obsahem komplementarnich nukleotidovych fetézcl. V pfipadé, Ze je
sonda opatfena oznadenim, které je moZno ucinit viditelnym, je
mozno visualizovat také fragment DNA, s nimz je sonda spojena.
Tento postup se obvykie oznacuje jako hybridizace Southernova typu
nebo Southern blot. V pfipadé, Ze je moZno prokazat rozdily ve
velikosti odpovidajicich restrikénich fragmentd, na néz se sonda vaze
v blizce pfibuznych molekulach DNA genomu, oznaduji se tyto rozdily
jako polymorfismus, specificky polymorfismus délky restrikénich
fragmentu. Rozdily v déice restrikénich fragmentl odpovidaji raznym
alelovym formam genetického mista, které jsou rozpoznavany
sondou. Prestoze je Southernova methoda mapovani DNA Siroce
pouzivana, je tato metoda veimi pracna a velmi naroénéa na cas.

Mimoto ma tato metoda malou rozliSovaci schopnost a je
tedy mozno ji pouZit pouze k vySetfeni jednotlivych mist nebo malého

mnozstvi mist v jedné reakci.
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2.4. _ Retézova reakce s pouzitim polymerazy (PCR)

——

Technika PCR' je metoda pro syntézu specifickych
fragmentG DNA in vitro. Metoda je zalozena na pouziti specifickych
oligonukleotidu, které se mohou vézat na uréité specifické fetézce v
molekule DNA a na pouziti DNA-polymerazy, stalé pfi vyssi teploté.
Oligonuklkeotidy jsou zkonstruovany tak, Ze se mohou vazat na
opainé konce Fetdzci DNA a slouZi jako primery pfi syntéze DNA
takovym zpusobem, Ze kazdy z nich povede k syntéze novych retézcl
DNA . To znamené, Ze v prubéhu jednoho cyklu syntézy se vytvori
mezi primery Gplna kopie molekuly DNA, takze DNA mezi primery je
zdvojena. V prubéhu kazdého cyklu syntézy DNA tak dochazi ke
zdvojeni mnozstvi DNA, co vede k amplifikace DNA mezi obé&ma
primery. V dusledku toho muZe technika PCR umoZnit syntézu
pfesného segmentu DNA pfi pouZiti jen malého mnoZstvi "substratové
DNA".

Postata vyndlezu

Podstatu vynalezu tvofi novy zpusob amplifikace
restrikénich fragmentu, které byly ziskany po roz§tépeni DNA uréitého
organismu pomoci alespofi jednoho restrikéniho enzymu, pfi pouziti
PCR. PFi této nové aplikaci metody PCR nejsou pouzité nukleotidy
namifeny proti znamému fetézci DNA, avSak jsou zkonstruovany tak,
¥e rozpoznavaji zakonéeni restrikéniho fragmentu. K tomuto acelu.je
zapotfebi modifikovat tato zakonéeni restrikénich fragmentd
navazanim oligonukleotidovych vaznych fetézcli (spojovnikd,
adaptort). Divodem pro toto opatifeni je skuteénost, ze konce
restrikénich enzym( maji obvykle pouze nékolik nukleotidi (2 aZ 8
nukleotidd), coZ je pfili§ malo pro pouziti téchto struktur jako primeru
pfi amplifikaci pomoci PCR.
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Vynalez je zalozen na pouziti nové aplikace PCR-reakce pro
amplifikaci jednoho nebo vétsiho poétu restrikénich fragmentd,
ziskanych z komplexni smési fragmentl DNA, ziskanych rozstépenim
molekul DNA genomu pusobenim restrikénich endonukleaz. Jednou
ze zviastnich vyhod vynalezu je umoznéni amplifikace restrikénich
fragmentut DNA v situacich, v nichz fetézec nukleotidd na
5°'-zakonéeni a 3 -zakonéeni neni stanoven. V takovych pripadech
neni mozno definovat obvyklé Fetézce specifickych primerdq,
hybridizujici ‘na kazdy ze retézcl restrikéniho fragmentu, ktery ma byt
amplifikovan a neni tedy také mozno pouzit Zadnou ze znamych

amplifikaénich metod.

ZpUsob podle vynalezu je mozno pouzit napfiklad dvéma
riznymi cestami, které vedou ke dvéma rdznym typum koneénych

aplikaci téchto postupu:

1) Metody pro typovani DNA genoml tak, Ze se nahodné
vybere podskupina jednoho nebo vétsSiho pocétu restrikénich
fragmentud, které maji byt amplifikovany metodou PCR. Vynalez
rovndz zahrnuje synthetické oligonukieotidy pro pouziti pfi provadéni
téchto postupu a nékteré aplikace uvedenych metod, kterymi mohou
byt napfiklad pouziti v kriminalistice pro typovani DNA, identifikace
mikroorganismu, identifikace odrlid, analyza plemen a vySetfovani
DNA, oznacdené zjistiteln'ym‘ znaéenim a vazané na genetické prvky.

2) Metody pro identifikace jednoho nebo vétSiho poctu
predem vybranych fragmentd DNA, které mohou byt polymorfni, pfi
pouziti PCR-amplifikace. Vynalez rovnéz zahrnuje specifické
synthetické oligonukleotidy pro pouZiti pfi provadéni téchto postupl a
nékteré aplikace téchto metod, kterymi mohou byt napfiklad seriové
vySetfovani geneticky podminénych chorob u lidi, sledovani
dédiénosti agronomicky vyuzitelnych viastnosti u rostlin a u Zivocichd
pfi chovu a prukaz puvodce u infekénich onemocnéni.



10

15

20

25

30

4. Pfehled obrazkd na vykresech

Na obr. | je obecné graficky znazornén zpusob
PCR-amplifikace prodlouzenych restrikénich fragmentl, ziskanych

§tépenim DNA genomu plsobenim restrikénich endonukleaz.

Na obr. 2 je znazornén zpUsob vazby adaptori na odlisna
zakondeni restrikénich fragmentd: posunuta zakonéeni a vypinéna

zakonceni.

Na obr. 3 je znazornéna PCR-amplifikace prodlouzenych
restrikénich fragmentl. Oblasti, oznaéené oramovanim, jsou
adaptory, které jsou na restrikéni fragmenty navazany, a primery,
které jsou pouZity pfi provadéni PCR-amplifikace. Sipky oznaéuji
smér syntézy DNA.

Na obr. 4 je graficky znazornéno provadéni
PCR-amplifikace na prodlouzenych restrikénich fragmentech.

Na obr. 5 je obecné znazornéna konstrukce selektivnich
primerd, které je moZzno pouzit pfi uskuteénéni PCR-amplifikace
prodlouzenych restrikénich fragment(. Sipkami  jsou oznaceny
obracené opakujici se fetdzce na koncich restrikénich fragmentu.
Selektivita primert je ilustrovana na dvou pfikladech, v jednom z nich
dochazi k pfesnému souladu a ve druhém z nich k Gpinému
nesouhlasu mezi selektivnim fetézcem bazi a DNA, ktera je matrici
pro restrikéni fragment.

Na obr. 6 je znazornén princip uskuteénéni PCR-amplifikace
pfi pouziti PCR-primeru, ktery voli molekuly matricové DNA s
trinukleotidovym fetézcem, uloZenym v bezprostredni blizkosti
fetézce adaptoru.
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Na obr. 7 je znazornén pribéh selektivni PCR-amplifikace,

provadéné na prodiouzenych restrikénich fragmentech.

Na obr. 8 je znazornén princip amplifikace, specifické pro
fragmenty, pfi pouziti kombinace dvou PCR-primert, z nichz kazdy
obsahuje 6 selektivnich bazi. Kazdy z primerd vytvafi strukturu s
dvéma fetdzci v rlznych Fetézcich restrikénich fragmentu, takze
vznika komplex primer/matrice, z néhoz mlze byt zahajena syntéza

DNA, jak je naznaéeno Sipkami.

Na obr. 9 jsou zndzornény obecné prvky fetézce, které jsou
rozpoznavany pii provadéni amplifikace, selektivni pro restrikéni
fragmenty véetné dvou nukleotidovych fetézcl , které jsou
rozpoznavany a véetné vzdalenosti, kterd oba tyto fetézce od sebe

oddéluje.

Na obr. 10 jsou znazornény typy variaci nukleotidovych
fetézcl, které je moZno prokazat pfi zpusobu identifikace
polymorfismu délky amplifikovanych fragmentu.

Na obr. 11 je znazornén 1,0% agarozovy gel s analyzou
vysledkl, ziskanych amplifikaci DNA rajéete po rozstépeni
restrikénim enzymem Pstl pfi pouziti primerd se zvySujici se

selektivitou.

Na obr. |2 je znazornén 1,0% agarozovy gel s analyzou
vysledkl, ziskanych specifickou amplifikaci tri navzajem odliSnych
fragment DNA rajéete po rozstépeni restrikénim enzymem Pstl pfi
pouziti primeru, specifickych pro fragmenty.
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Na obr. 13 je znazornén gel, obsahujici 2,5 %
polyakrylamidu a 1 % agarozy s typovanou DNA, ziskanou selektivni
amplifikaci restrikénich fragment( u dvou linii rajéat.

Na obr. 14 je znazornéna <cast 4,5% denaturacniho
polyakrylamidového gelu s typovanou DNA ze 4 linii rajéat pfi pouziti
SRFA a kombinace restrikénich enzym0 Pstl/Msel.

Na obr. 15 je znazornéna cast 4,5% denaturaéniho
polyakrylamidového gelu s typovanou DNA z 10 linii Lactuca pfi
pouziti SRFA a kombinace restrikénich enzym( Pstl/Msel.

Na obr. 16 je znazornéna cast4,5% denaturacniho
polyakrylamidového gelu pro 2 linie kukufice pfi pouziti SRFA a
kombinace restrikénich enzymu Pstl/Taql a EcoRl/Taql.

Na obr. 17 je znazornéna cast 4,5% denaturaéniho
polyakrylamidového gelu s typovanou DNA ze 26 kmenu
Xanthomonas campestris s pouZitim SRFA a kombinace restrikénich
enzymu Apal/Taql.

Na obr. 18 je znazornéna cast 4,5% denaturaéniho
polyakrylamidového gelu a typovanou DNA , odebranou rGznym
jednotliveim 4 druhl domacich zvirat: uzita byla kurata, vepf, krava a
kiri, postup byl uskuteénén pfi pouziti SRFA a kombinace
restrikénich enzymi Ssel/Msel.
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5. Podrobny popis vynalezu

5.1. Definice

V pribé&hu popisu pfihlasky a nasledujicich prikladu je uZita
cela Fada pojmd. Aby bylo mozno zajistit jasné a trvalé porozuméni
popisné &asti i patentovych narok( vcetné rozsahu vynalezu, bude

daie osvétlena fada pojmu:

- Restrikéni endonukleaza nebo restrikéni enzym je enzym,
ktery rozpoznava specificky fetézec bazi (cilové misto) v molekule
DNA s dvojitym fetézcem, pfi pouZiti tohoto enzymu dojde ke Stépeni

obou fetézct molekuly DNA v kazdém z téchto mist.

- Restrikéni fragmenty: molekuly DNA, produkované
§tépenim plsobenim restrikéni endonukledzy se oznacuji jako
restrikéni fragmenty. Jakykoliv dany genom se bude S$tépit urcitou
restrikéni endonukledzou na uréitou vymezenou skupinu restrikénich
fragmentd. Fragmenty DNA, které jsou vysledkem S$tépeni restrikéni
endonukleazou je mozno rozdélit a identifikovat pomoci elektroforézy

na gelu.

- Polymorfismus délky restrikénich fragmenti (RFLP): DNA
genomu dvou blizce pfibuznych organismd, bude vykazovat uréité
rozdily mezi sloZzenim jednotlivych nukleotidovych retézcl na radé
mist. V pfipadé, Ze se tyto rozdily vyskytnou v misté, které je cilovym
mistem pro-uréitou restrikéni endonukleazu, nebude se fetézec stepit
v tomto modifikovaném misté. Stejnym zplUsobem ovSem muze daqjit
také k takové modifikaci Fetézce, pfi niz vznikne nové cilové misto,
které neexistuje u jinych organismd, a v tomto misté pak dojde ke
stépeni retézce DNA pfisluSnym enzymem. muzZe rovnéz dojit k tomu,
3e pridatné nukleotidy, nebo také nukleotidy, u nékterého organismu
chybéjici budou modifikovat vzdalenost mezi cilovymi misty.
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V dusiedku téchto skuteénosti muze pfi Stépeni DNA dvou
organismu dojit ke vzniku restrikénich fragmentl s raznou délkou.
Dojde tedy k polymorfismu v délce restrikénich fragmentd,
produkovanych §tépenim DNA obou uvedenych organismu tymz

restrikénim enzymem.

- Elektroforéza na gelu: Aby bylo mozno prokazat
pfitomnost restrikénich fragmentd je zapotfebi pouZit analyticke
metody pro frakcionaci molekul DNA s dvojitym Fetézcem na zakladé
rozmérd téchto fragmentlG. Nejbéznéji uzivanou technikou pro
dosazeni této frakcionace je elektroforéza na gelu. Rychlost, s niZ se
fragmenty DNA v takovém gelu pohybuji zavisi na jejich velikosti.
Znamena to, Zze &im je fragment vétsi, tim kratSi je jeho draha od
spoleéného podatku. Fragmenty DNA, frakcionované elektroforézou
na gelu je mozno pfimo visualizovat napfiklad barvenim v pfipadé, Ze
mnozstvi odlisnych fragmentl ve vzorku neni veliké.

- Synthetické oligonukleotidy: Molekuly DNA s jednoduchym
Fetézcem, , obsahujici s vyhodou 10 aZ 50 bazi a syntetizovateiné
chemickou cestou se oznaéuji jako synthetické oligonukleotidy.
Obecné jsou tyto synthetické molekuly DNA konstruovany tak, aby
obsahovaly jediny nukleotidovy fetézec, prestoze je moZno
syntetizovat skupiny molekul, které maji pfibuzné Fetézce a které
soud¢asné maji odlisSné slozeni nukleotidu ve specifickych polohach v
ramci nukleotidového fetézce. Pojem synthetického oligonukleotidu
tedy bude yiiva’n pro ty molekuly DNA, které maji pouze jednoduchy
fetézec. Pojem smiSenych oligonukl_eotidﬁ bude dale uzivan pro
skupiny pfibuznych oligonukleotidi, které maji analogické Fetdzce s
vyjimkou urgitych mist.

- Vazba: enzymaticka reakce, katalyzovana enzymem
ligdzou, pfi niz jsou dvé molekuly DNA s dvojitym Fetézcem spolu
kovalentné spojeny se oznacuje jako vazba. Obecné jsou spolu oba
Fetézce DNA kovalentné spojeny, je viak také mozné zabranit vazbé
jednoho ze dvou Fetézcl chemickou nebo enzymatickou modifikaci
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jednoho z obou zakonceni. V tomto prfipadé dojde ke kovalentni

vazbé pouze na jednom z obou Fetézci DNA.

- Adaptory: kratké molekuly DNA s dvojitym retézcem, s
omezenym podétem parl bazi, napfiklad 10 aZ 30 pard bazi,
zkonstruované takovym zpUsobem, aby bylo mozno je navazat na
konce restrikénich fragmentd. Adaptory jsou slozeny ze dvou
synthetickych oligonukleotidd, jejichz nukleotidové retézce jsou
vzajemné castecné komplementarni. V pripadé, Zze se tyto dva
syntetické oligonukleotidy smisi, vytvofi strukturu s dvojitym retézcem
v roztoku za pfislu§nych podminek. Jedno ze zakoneni molekuly
adaptoru je konstruovano tak, Zze mize byt navazano na zakonceni
restrikéniho fragmentu, druhé z obou zakonceni je konstruovano tak,

Ze neni mozné je navazat.

-PCR-reakce, fetézova reakce s pouzitim polymerazy: jde o
enzymatickou reakci, pfi niz jsou fragmenty DNA syntetizovany ze
substratové DNA in vitro. Pfi reakci se uziva dvou synthetickych
oligonukleotidl, jejichz fetézce jsou komplementarni vzhledem k
nukleotidovému fetézci v molekulach DNA, které jsou od sebe
oddéleny nékolika sty az nékolika tisici paru bazi a dale se uziva
DNA-polymerazy, odoiné proti plsobeni tepla. Retézova reakce
napfiklad mdze byt tvofena sérii 10 az 30 cyklu. V kazdém z téchto
cyklil je DNA substratu hejprve denaturovana pfi vysoké teploté. Po
zchlazeni materidlu budou synthetické oligonukieotidy, které jsou
pfitomny ve velkém prebytku vytvaret struktury s dvojitym retézcem s
molekulami  substratové DNA, které maji komplementarni
nukleotidové Fetézce. Komplexy oligonukieotid-substratova DNA pék
budou slouzit jako iniciacni mista pro dalsi syntézu DNA,
katalyzovanou enzymem DNA-polymerdzou. Timto zplUsobem je
syntetizovan novy fetézec DNA, ktery je komplementarnim fetézcem
pro puvodni fetézec substratové DNA.
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- Amplifikace DNA: Pod timto pojmem se oznacuje zpusob
syntézy novych molekul DNA s dvojitym fetézcem in vitro pfi pouziti
PCR-reakce tak, jak byla vysvé'tlena v predchozim odstavci. Produkty
této PCR-rekace se pak oznacuji jako amplifikované fragmenty DNA.

- Primery: Obvykle se termin primer uziva pro fetézec DNA,
od 'jehoi 3’-zkonceni zacdind syntéza nového rFetézce DNA.
DNA-polymeraza nemuze totiz syntetizovat novou DNA bez primerd.
Miize pouze. prodluzovat existujici fetézec DNA pfi reakci, v niz je
komplementarni fetézec pouzit jako matrice, ktera fidi pofadi, v némz
budou nukleotidy navazany. Jako primery budou v nasledujicim textu
oznadovany molekuly synthetickych oligonukleotidl, které se uzivaji
prfi PCR-reakci k zahajeni reakce.

- Southernova hybridizace: Udelem Southernovy
hybridizace, ktera se Casto oznacuje také jako Southern blot je
fysikalni prfenos DNA, frakcionované na agarozovém gelu na nosic,
napfiklad na nylonovou membranu nebo na nitrocelulézovy filtraéni
papir za souasného uchovani relativni polohy fragmentu DNA tak,
jak k ni doslo v pribéhu frakcionaéniho postupu. Postupem, jehoZ se
vyuziva pro pfenos z agarozového gelu na nosic je kapilarni sila.

- Hybridizace nukleovych kyselin: Hybridizace nukleovych
kyselin se uZiva k detekci pfibuznych Fetézci DNA hybridizaci DNA
s jednoduchym tetézcem na nosiéi, napfiklad na nylonové membrané
nebo na nitrocelulézovém filtraénim papiru. Molekuly nukleovych
kyselin, které maji komplementarni Fetézce bazi budou znovu vytvaret
svou strukturu s dvojitym retézcem v pripadé, Ze budou smiseny v
roztoku za pfislusnych podminek. Dvojita struktura retézce se vytvofi
mezi dvéma komplémentérnimi nukleovymi kyselinami s jednoduchym
fetézcem i v pfipadé imobilizace na nosic¢i. V prubéhu Southernovy

hybridizace k této situaci dochazi.

- Hybridizaéni sonda: aby bylo mozno detekovat urdity
retezec DNA pfi Southernové hybridizaci, necha se reagovat znacena
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molekula DNA neboli hybridizacni sonda s frakcionovanou DNA,
vazanou na nosi¢, napriklad na nylonovou membranu nebo na
nitrocelulézovy filtraéni papir. Oblasti filtru, které nesou retézce DNA,
komplementarni ke znacené sondé DNA budou samovoiné oznaceny
v dusledku nové vazby. Ty oblasti filtru, které takové znaceni
obsahuji je pak mozno detekovat v zavislosti na typu pouzitého
znadeni. Hybridizaéni sonda je obvykle ziskana molekularnim
klonovanim specifického fetézce DNA z genomu kukufice.

5.2. Popis vyhodnych provedeni

Vynalez se specificky tyka zplsobu a prostfedki pro
aplikaci PCR-reakce pro detekci polymorfismu restrikénich fragment
(RFP) véetné polymorfismu v jejich délce. Vynélez poskytuje metodu
pro detekci RFP, synthetické oligunukleotidy pro pouziti pfi provadéni
zpusobu podie vynalezu, baliéky s obsahem prostfedkd k detekci
RFP a umozfiuje aplikaci zpusobu podle vynalezu pfi péstovani
rostlin a chovu Zivoédichl véetné hospodarskych zvirat, dale je mozno
vynalez pouzit pfi diagnostice geneticky podminénych onemocnéni,
identifikaci organismu, typovani v kriminalistice apod.

Ve specifickém provedeni poskytuje vynalez prostredky pro
identifikaci restrikénich, fragmentl urcitého genomu nebo skupin
restrikénich  fragmentd z  genomd ruznych organismd,
mikroorganisma, rdstlin, Zivocichu nebo lidi v pripadé, ze tyto
skupiny genomu jsou urditym zpUsobem geneticky vazany s urcitymi
viastnostmi nebo spoleéné vytvareji typ genomu, ktery je mozno

vyuzit k identifikaci organismu, odridy nebo jednotlivce.

Obecny postup podle vyndlezu pro produkci a pro
identifikaci restrikénich fragmentl zahrnuje pouziti restrikéni
endonukleazy, vazbu synthetickych oligonukleotidi na tyto restrikéni
fragmenty a PCR-amplifikaci téchto restrikénich fragmentu, jakje

znazornéno na obr. 1. Restrikéni endonukleaza $tépi molekuly DNA
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genomu na specifickych cilovych mistech za vzniku restrikénich

fragmentu.

PCR-amplifikace restrikénich fragmentl je moZno bez
ohledu na to, zda je znam nukleotidovy fetézec nebo zakonéeni
restrikénich fragmentl uskuteénit podle vynaiezu tak, Ze se nejprve
na konce restrikénich fragmenti navazi synthetické oligonukleotidy
(adaptory), takze kazdy restrikéni fragment je opatfen dvéma
prodlouzenimi, ktera slouZi jako podklad pro zakotveni primeru,

uzitych pri PCR-amplifikaci.

Po plsobeni restrikénich enzyml vznikaji bud rovna
zakonceni, v nichz vytvareji terminaini nukieotidy obou fetézcu par
bazi, nebo nepravideiné prodiouZzena zakonceni, v nichz jeden ze
dvou retézcl je na kratkou vzdalenost prodlouzen (obr. 2). V
pfipadé restrikénich fragmentl se zarovnanymi konci se uZivaji
adaptory s jednim zarovnanym koncem. V pfipadé nepravidelné
zakonéenych restrikénich fragmentd se uzivaji adaptory s
prodlouzenym jednim fetézcem, komplementarnim k prodiouzenému
Fetézci restrikéniho fragmentu. UZivaji se tedy pro kazdy typ
restrikéniho fragmentu specifické adaptory, které se li§i pouze na
jednom ze zakondeni tak, aby adaptor mohl byt navazan na restrikéni
fragment. V typickych pfipadech jsou pouzité adaptory tvofeny
dvéma synthetickymi' oligonukleotidy, které jsou ¢&astedné
komplementarni navzajem a které maji délku obvykle pfiblizné 10 az
30 nukleotidi, s vyhodou I2 az 22 nukleotidd a které vytvafeji
struktury s~dvojit)'/m retézcem pfi vzajemném smiseni v roztoku. I?Fi
pouziti enzymu ligdzy dochazi k vazbé adaptorl na smés restrikénich
fragmentli. V pfipadé, Ze se uZije velkého molarniho prebytku
adaptoru ve srovnani s mnozstvim restrikénich fragmentd, je mozno
zajistit, ze vSechny restrikéni fragmenty budou opatfeny adaptory na
obou svych koncich. Restrikéni fragmenty, pfipravené timto
zpusobem se oznaduji jako prodlouzené restrikéni fragmenty a
postup, jimz se tyto fragmenty ziskavaji, bude dale oznadovan jako
prodluzovani restrikénich fragmentu.
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Adaptory mohou slouzit jako matrice pro primery se svrchu
definovanymi vlastnostmi, pouzité pfi nasledujici PCR-reakci. Ve
vyhodném provedeni vynalezu nese restrikéni fragment na obou
svych koncich tentyz adaptor a je tedy mozno pfi amplifikaci téchto
restrikénich fragmentu pouzit jediny primer, jak je znazornéno na obr.
3. Vzhledem k tomu, Ze v takovém pripadé jsou vSechny restrikéni
fragmenty prodlouzeny stejnym zpUsobem, je zfejmé, Zze pfi
PCR-amplifikaci smési téchto prodiouzenych restrikénich fragmentu
dojde k jejich amplifikaci synchronnim zpisobem. V dalSim mozném
provedeni Ize uzit ke Stépeni DNA dva ruzné restrikéni enzymy, na
konce restrikénich fragmentl pak lze navazat dva odliSné adaptory. V
tomto pfipadé je mozno k amplifikaci uvedenych restrikénich
fragmentu pouzit dva rizné primery. V dal§im vyhodném provedeni
pfi pouziti dvou restrikénich enzymd je mozno pro jedno ze zakonceni
pouzit biotinylovany adaptor. Tmto zplUsobem je pak mozno z
komplexni smési restrikénich fragment( ty restrikcni fragmenty, které
alespoii na jednom svém konci nesou zakonceni pro tento restrikéni
enzym pfi pouziti obvyklych postupl pro izolaci biotinylovanych
molekul. Tento stupen sniZuje komplexnost vychozi smési
restrikénich fragmentl a tvofi stupei v némz je mozno smés pred
amplifikaci obohatit sniZzenim poctu retézcl, které padaji pro
amplifikaci v uvahu. Spuéasné | amplifikace nékolika rdznych
fragment( se casto oznéc’:uje jako mnohocetna PCR-reakce. Princip
pro mnohoéetnou amplifikaci restrikénich fragment( je znazornén na
obr. 4

Vynalez je dale =zalozen na definici specificky
konstruovanych primerd a specifickych metod pro smérovani
PCR-amplifikaéni reakce tak, Zze je mozno dosahnout Fizené
amplifikace a ve zvlastnim provedeni vynalezu mize dojit pouze k
amplifikaci malé podskupiny prodlouzenych restrikénich fragmentd 2z

téch fragmentd, které jsou k disposici.

Obecné je mozno uvést, Ze material, ziskany rozstépenim
DNA genomu, zvlasté DNA genomu Zivocicha, rostliny nebo Clovéka
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obsahuje velké mnoZstvi restrikénich fragment(. Pocdet téchto
restrikénich fragmentd zavisi na rozméru genomu a na frekvenci
vyskytu cilového mista pro restrikéni endonukleazu v genomu, coz je
opét primarné uréovano .poétem nukleotidid v cilovém misté. Pocet
nukleotidi v cilovych mistech bé&Zné uZivanych restrikénich
endonukleaz se pohybuje v rozmezi 4 az 8. Rozméry genomu v
organismu se mohou Siroce ménit od nékolika miliont para bazi v
pfipadé mikroorganismu do nékolika biliont parl bazi v pfipadé
rostlin a zivocichu. To znamena, ze se podet restrikénich fragmentq,
ziskanych po rozstépeni molekul DNA restrikénim enzymem muzZe
ménit od nékolika set do nékolika milioni. Obecné je mozno uvést, ze
pocet restrikénich fragmentd je tak velky, Ze neni mozné identifikovat
jednotlivé restrikéni fragmenty v materidlu, ziskaném rozstépenim
DNA genomu frakcionaci elektroforézou na gelu. Z takového
materidlu se obvykle ziskd nepfehlednda smés prekryvajicich se
pasu, ktera ma vzhled natéru.

Pfi PCR-amplifikaci prodlouZzenych restrikénich fragmentd
by méla rovnéz vzniknout takova nepfehledna smés pasu vzhledem k
tomu, ze by mélo dojit pfi PCR-reakci k synchronni koamplifikaci
vSech restrikénich fragmentl. Ve vyhodném provedeni vynédlezu,
které je mozno pouzit pro DNA genomu velkych rozméri je mozno
pouzit obecného postupu, ‘ktery vede k omezeni poétu restrikénich
fragmentd, k jejichz amplifikaci ma dojit. To je mozZno uskuteénit
pfedbéznym vybérem  podskupiny prodlouZenych restrikénich
fragmentl - tak, Ze v prUubéhu amplifikaéni reakce PCR bude
amplifikovan jen relativné maly poéet téchto prodiouzenych
restrikénich fragmentu.

Selektivni princip, definovany v tomto provedeni vynalezu
spoCiva v e zviastni konstrukci oligonukleotidl, které budou pouzity
jako primery pro PCR-amplifikaci, tak jak je podrobnéji znazornéno
na obr. 5 ‘
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Prodlouzené restrikéni fragmenty maji nasledujici obecnou
strukturu: jde o variabilni fetézec DNA (odpovidajici restrikénimu
fragmentu pfed jeho prodlouZenim), ktery je na obou svych stranach
opatfen obracenym fetézcem DNA (konstantni Fetézec). Obraceny
fetézec DNA (konstantni fetézec) DNA je slozen z casti cilového
mista pro restrikéni endonukleazu a z fetézce adaptoru, navdzaného
na oba konce restrikéniho fragmentu. Variabilni fetézec restrikéniho
fragmentu, ktery je uloZen mezi konstantnimi fetézci DNA je obvykle
neznamy a bude tedy mit nahodné slozeni fetézce. V dusledku toho
bude ve velké smési restrikénich fragmentd nukleotidovy Fetézec,

obklopujici konstantni fetézec DNA mit zcela ndhodné slozeni.

Z tohoto dlUvodu se vynalez tyka rovnéz specifickych
PCR-primerl, které jsou tvofeny konstantni ¢asti nukleotidového
Fetdzce, ktera se pfi amplifikaci vztahuje k omezené podskupiné
ziskanych restrikénich fragmentd, a variabilni ¢cast retézce. V
konstantni ¢asti retdzce je fetézec nukleotidi konstruovan tak, aby
primer vytvofil pary bazi s konstantnim retézcem DNA jednoho z
Fetdzcl DNA na konci restrikéniho fragmentu. Variabilni ¢ast fetézce
pak je tvofena nahodné zvolenym nukleotidovym fetézcem s

obsahem | az 10 bazi.

Pod pojmem "variabilni fetézec" se presnéji rozumi fetézec,
ktery je tvoren vybranymi nhkleotidy, které vytvofii retézec, ktery pak
ziistane staly pro udely amplifikace podskupiny restrikénich
fragment(. Ve zvlastnim provedeni vynalezu je mozno pouzit nékolika
fetézcd vyBranych bazi tak, aby bylo moZno pouzit nékolika
odlisnych primer. V takovém pfipadé mohou primery mit tentyZ staly
Fetdzec a variabilni Fetézce mohou byt vytvoreny vybranymi bazemi,

které jsou u takto vytvofenych primerd od sebe navzajem odlisne.

Je to pravé adice téchto variabilnich (zvolenych) fetézcl na
3’-zakoné&eni primert, ktera Fidi pfedbéznou selekci prodiouZenych
restrikénich fragment(, které budou amplifikovany v nasledujicim
PCR-stupni: v pfipadé, ze se PCR-reakce uskutecni za pfislusnych
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podminek, zahdji primery syntézu DNA pouze na téch restrikénich
fragmentech, v nichz maze variabilni Ffetézec DNA presné vytvofit
pary bazi s fetézcem matrice prodlouzeného restrikéniho fragmentu,
jak je znazornéno na obr. 5.

Selekce je urcena pocétem nukleotidl ve variabilnim fetézci
primeru. Selektivita primerl se zvySuje s pocétem nukleotidd ve
variabilni C¢asti fetézce. K oznaceni nukleotidl ve variabilni ¢asti
retézce bude také uzivan pojem ‘"selektivni baze", aby bylo zfejmé,
ze selekce téchto bazi cini primer selektivnim. Je zfejmé, ze
prodlouzeny restrikéni fragment bude amplifikovan pouze v tom
pfipadé, Ze selektivni baze pouzitého primeru bude rozpoznavat oba
komplementarni fetézce na koncich fragmentu. V pfipadé, ze primer
odpovida pouze jednomu zakonceni, bude amplifikace spiSe linearni
nez exponenciaini a produkt nebude mozno prokazat.

Je mozné predem stanovit stupen selektivity, jehoz je
mozno dosahnout pfi pouziti variabilnich fetézcli s riznym poétem
selektivnich bazi, pfi pouziti obecného vzorce 4*", v némz n znamena
pocet selektivnich bazi: pfi pouZiti jedné selektivhi baze dojde k
amplifikaci jednoho ze 16 prodlouZzenych fragmentt, pfi pouziti dvou
selektivnich bazi jednoho z 256 prodlouzenych fragmentu, pfi pouZiti
tfi selektivnich bazi jednoho ze 4 096 fragmentu, pfi pouziti 4
selektivnich bazi jednoho ze 65 536 fragmenti atd. Jedno z
vyhodnych provedeni vyndlezu tudiZz umoZfiuje selektivné
amplifikovat nahodnou podskupinu prodlouZenych restrikénich
fragmentd z jakéhokoliv roz§tépeného vzorku DNA genomu bez
ohledu na pocet fragmentu, ktery vznikne pUsobenim restrikéniho
enzymu.

Ve vyhodném provedeni je pocet selektivnich nukieotidl
volen tak, Ze pocet restrikénich fragmentt, které budou amplifikovany
je omezen na 5 az 200. PrestoZe tento pocet je mozno vypodéitat
délenim poctu fragmentl vzorcem 4% | pfesna piedpovéd neni mozna
vzhledem k tomu, Ze ne vSechny restrikéni fragmenty je mozno
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amplifikovat se stejnou ucinnosti. V praxi to znamena, Ze po
amplifikaci je mozZno prokazat mensi neZ teoreticky ocekavané
mnozstvi fragmentl. Je také nutno zdlraznit, Ze je mozno uzit smés
dvou nebo vétSiho poctu primerid. To umozni navic k amplifikaci
fragment(, rozpoznavanych kazdym primerem jesté amplifikaci
fragmentUl, které jsou rozpoznavany obéma primery. Konecné by mélo
byt zdUraznéno, Ze selekce, zalozena na tvorbé part bazi mezi
selektivnimi nukleotidy primeru a kompiementarni matrici je silné
ovlivnéna teplotou, ktera se voli pro vazbu pfi PCR-reakci. V pripadé,
Ze tato teplota je niZsi nez nebo pfiliS blizka teploté tani komplexu
primeru a matrice, budou primery napojovat fetézce matrice, které si
pfesné neodpovidaji, takze v komplexu se objevi mista, v nichz se
nevytvofi spravné pary bazi. K tomu by nemélo dochazet, protoze
tento stav vede k amplifikaci daleko vét§iho mnozZstvi fragmentd, nez

bylo pfedpokladano a ziskaji se daleko variabilnéjsi vysledky.

Produkty PCR-reakce, které je mozno ziskat v ramci
vynalezu je mozno identifikovat s pouzitim standardnich
frakcionadnich metod pro déleni molekul DNA na zakladé jejich
velikosti s naslednym barvenim molekul DNA pfislusnymi Cinidly. Je
také mozno postupovat tak, Ze se primery, pouzité pro
PCR-amplifikaci prodlouzi vhodnou radioaktivné znacenou latkou
nebo fluorescenénim chromoforem tak, aby byla mozna identifikace
reakéniho produktu po frakcionaci na zakladé velikosti molekul. ve
vyhodném provedehi vynalezu jsou PCR-produkty frakcionovany
elektroforézou na gelu pfi pouziti standardnich gelovych matrici jako
jsou agaroza, polyakrylamidovy gel nebo smés agarozy .a
polyakrylamidu. PCR-produkty, ziskané zpusobem podle vynalezu
budou dale oznadovany jako amplifikované restrikéni fragmenty
(ARF).

Prostfedky a metody podle vynalezu je mozno pouzit k
produkci skupin ARF z jakéhokoliv slozitého genomu po jeho
roz§tépeni restrikénimi enzymy. Vynalez umoznuje uvést do souladu
podet ziskanych restrikénich fragmenti s frakcionaénim gelovym
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systémem, jehoZ bude pouzito k déleni ARF. Ve specifickém
provedeni vynalezu jsou selektivni primery zkonstruovany tak, aby
vzniklo 5 az 10 ARF, které se pak déli elektroforézou na agarozovém
gelu. V dalSim specifickém provedeni se uziva selektivnich primerq,
které jsou konstruovany pro vznik 20 az 50 ARF, které se pak déli
systémem elektroforézy na gelu s vysokou rozliSovaci schopnosti,
napriklad na polyakrylamidovém gelu nebo na gelu s obsahem smeési
agarozy a polyakrylamidu.

V jednom z vyhodnych provedeni se voli enzym nebo
enzymy tak, Ze se ziskaji restrikéni fragmenty s velikosti 20 az
1000 paru bazi vzhledem k tomu, Ze, jak je obecné znamo pro
PCR-amplifikaci, dochazi k nejuc¢innéjsi amplifikaci pravé v pripadé
této velikosti fragment(. Pfestoze je mozno celou fadu fragmentu
podrobit frakcionaci na rGznych standardnich gelovych matricich,
nejlep§ich vysledkli je mozno dosahnout frakcionaci na
denaturaénim polyakrylamidovém gelu, tak jak se bézné pouziva pro
analyzu retézce DNA.

Podle vyndlezu je moZno ziskat ruzné skupiny ARF pro
kazdy selektivni primer v pribéhu PCR-amplifikaéni reakce. ARF,
identifikované po tomto déleni predstavuji dobfe reprodukovateiné
typovani pro DNA genomu. Takovéto typovani muZe mit rizné
pouziti, napfiklad v pfibadé typovani pro kriminalistické ucely, pro
diagnostickou identifikaci organismi a také pro identifikaci druhd,
ras, odrid nebo jednotlivel. Urover identifikace je moZno stanovit
podle stup-né podobnosti (stupné variability) u rlznych ¢lend
specifické skupiny. Variabilita nebo podobnost je uréovana stupné'm
variace nukleotidového sloZeni pfibuznych genomil. Zakladnim
principem, z néjz vyndlez vychazi je skuteénost, ze v kazdém
amplifikovaném restrikénim fragmentu je mozno zjistit dva
nukleotidové fetézce, které jsou od sebe oddéleny retézcem s
uréitou danou délkou, jak je 'zfejmé z obr. 9. Kazdy ze dvou
nukleotidovych fetézcl je tvofen dvéma éastmi:

a) cilovym fetézcem pro restrikéni endonukleazu a
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b) nukleotidovym Fetézcem, pfilenlym k cilovému mistu a

nachazejicim se v selektivnim primeru.

V pfibuznych organismech, celedich, odridach, rasach nebo
u pfibuznych jednotlived jsou, uvedené fetézce a jejich relativni
vzdalenosti konzervovany v mensi nebo vétsi mire. To znamena, Ze
uvedené typovani pfedstavuje bazi pro stanoveni stupné pfibuznosti
mezi fetdzci v genomech. Na druhé strané je mozno vyuzit rozdily v
ARF ke vzajemnému odliSeni genomu. Specifické vyhody vynalezu
ve srovnani s jinymi postupy pro typovani genomu je vysoka
rozliSovaci schopnost, jizZ je timto postupem mozno dosadhnout: je

totiz mozno soucasné srovnavat nékolik desitek nebo i stovek ARF.

Dal$i zvlastni mozZnosti aplikace je sériové vySetfeni nebo
identifikace polymorfismu restrikénich fragmentd (RFP). Zmény v
nukleotidovém sloZzeni DNA genomu casto vedou k polymorfismu
restrikénich fragmentd: navic zafazené nebo vypusténé Casti pak
ovlivni velikost restrikénich fragmentd, které je obsahuji, jak je
zfejmé z obr. 8, zmény v nukleotidech pak mohou mit za nasledek
zruseni cilového mista pro pUsobeni restrikéni endonukleazy nebo
vznik nového cilového mista pro tento enzym, jak je zfejmé z obr. 11.
Nejuzivanéj$im postupem pro identifikaci takovych zmén je metoda
Southern blot, pfi niz se pouzivd kionovanych sond DNA, jde o
techniku, ktera se éastc; oznaduje jako detekce polymorfismu délky
restrikénich fragmentld, RFLP. Tato metoda zahrnuje extensivni
sériové vySetfeni nahodné klonovanych fragmenti DNA pfi provadéni
Southern biot, tak aby bylo mozno prokazat asociaci RFLP v ruznych
genomech. V souladu s provadénim zpusobu podle vynalezu 'je
mozno RFP identifikovat pfimym srovnanim ARF, ziskanych z
riznych genomd. V principu je zplisob podle vynalezu v pfipadé
detekce RFP citlivéj§i vzhledem k tomu, Ze nedochazi pouze Kk
detekci rozdild mezi cilovymi misty pro restrikéni endonukleazu,
nybrz také k detekci rozdili v prilehlych nukleotidovych fetézcich,
obsazenych v selektivnich PCR-primerech. V dusledku toho
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pfedstavuje zpusob podle vyndlezu v soucasné dobé nejvyhodnéjsi

postup pro detekci RFLP.

RFLP je nyni moZno vyuzit pro rUzné aplikace véetné
typovani ke kriminalisiickym Gcelum, ke sledovani dédiéné
podminénych onemocnéni u lidi a ke sledovani dédicénosti z
agronomického hlediska sledovanych vilastnosti u rostlin a pfi chovu
hospodarskych a jinych zvifat. Zakladnim principem je, Zze urdity
polymorfismus DNA je Uzce spojen se specifickymi genetickymi
vlastnostmi a je mozno jej vyuzit ke sledovani pfitomnosti nebo

nepfitomnosti specifickych genetickych viastnosti.

V souladu se zpusobem podle vynalezu je mozno analyzu
ARF vyuzit k definici genetického spojeni polymorfnich ARF se
specifickymi genetickymi vlastnostmi. Polymorfni ARF tohoto typu
budou dale oznacovany nazvem polymorfismus délky amplifikovanych
fragment(d (AFLP) k odliseni téchto fragmentt od polymorfismu DNA
typu RFLP, tak jak je moZno jej prokazat s pouzitim metody Southern
blot pfi pouziti klonovanych sond DNA.

Jedna ze zvlasStnich aplikaci vynalezu spocdiva v detekci
AFLP ve spojeni se specifickymi genetickymi vlastnostmi. Aplikace
zahrnuje analyzu ARF, ziskanych pfi pouziti odliSnych specifickych
primert v materidlu, ktery byl ziskan ptisobenim restrikénich enzyma
na DNA genomu . blizce pfibuznych jednotlived s odliSnymi
genetickymi vlastnostmi a pouzZiti analytickych postupt, jimiz je
mozno zjistit korelaci mezi dédi¢nosti jednoho nebo vétsiho poctu
AFLP a fenotypu, projevujiciho se specifickymi genetickymi
viastnostmi.

Ve druhém vyhodném provedeni zahrnuje vynalez pouziti
zpusobu podle vynalezu pro identifikaci jednoho nebo vétsiho poctu
specifickych restrikénich fragmentl. UrCity specificky restrikéni
fragment je mozno amplifikovat z komplexni smési prodlouzenych
restrikénich fragmenti tak, Ze se nejprve stanovi nukleotidovy
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fetdzec prvnich 8 az 12 bazi na kazdém konci restrikéniho fragmentu.
Na zakladé tohoto rfetézce je pak mozno konstruovat dva primery
vzdy s obsahem 5 aZz 10 nukleotidl, s Ffetézcem, komplementarnim k
Fetézci v bezprostiedni blizkosti mista plsobeni restrikcniho enzymu
v komplementarnim fetézci restrikéniho fragmentu. PFi pouziti skupin
takovych primerd je po PCR-amplifikaci mozno ziskat jediny
amplifikovany fragment. Restrikénim fragmentem, pouzitym  pri
tomto postupu muzZe byt bud klonovany restrikéni fragment nebo
amplifikovany restrikéni fragment. Vzhledem k tomu, Ze celou Fadu

restrikénich fragmentu neni moZno pfrili§ u¢inné amplifikovat, spociva
vyhodny postup podle vynalezu pro identifikaci polymorfni znacici
DNA v tom, Ze se nejprve amplifikuje nahodné zvolena skupina
fragment( a identifikuji se AFLP, poskytujici po PCR-amplifikaci
silné pasy. Tyto vzorky je pak mozno charakterizovat analyzou
fetézce k vytvoreni specifickych primer( pro restrikéni fragmenty. V
typickych pfipadech je mozno AFLP izolovat vyfiznutim
odpovidajiciho pasu DNA z gelu a pak stanovit nukleotidovy retézec
na obou koncich k prukazu fetézce prvnich 5 az 10 nukleotidd,
bezprostiedné pfiléhajicich k cilovému mistu plsobeni restrikéni
endonukleazy. Jakmile jsou tyto nukleotidové fetézce znamy, je
mozno zkonstruovat specifické primery pro restrikéni fragmenty,
které budou amplifikovat pouze jediny restrikéni fragment z
rozstépené DNA genomLi. V tomto specifickém provedeni vynalezu je
mozno pouzit pro detekci specifického restrikéniho fragmentu dvou
od sebe odliSnych selektivnich primerid. V kazdém ze dvou
selektivnich primerit se pak selektivni baze voli tak, Zze jsou
komplementarni vzhledem k fetézci nukieotidi, ktery je
bezprostfedné vazan na cilové misto pro restrikcni endonukleazu, jak
je znazornéno na obr. 8. Pocet selektivnich bazi pro kazdy primer
zavisi na komplexnosti smési fragmentl po pusobeni restrikénich

endonukleaz.

, Technika PCR se v poslednich nékolika letech nesmirné
rozvinula a rychle se stava jednou z nejuzivanéjSich metod v lidském
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diagnostickém lékarstvi. Pouziti tohoto postupu zahrnuje mimo jiné
detekci infekénich onemocnéni a dédiéné podminénych onemocnéni.
Kazda diagnosticka zkouska je zalozena na pouziti dvou specifickych
synthetickych oligonukleotidi, které se uziji jako primery pFi
provadéni PCR-reakce za ziskani jednoho nebo vétsiho poctu
fragmentu DNA se specifickou délkou. PFi detekci onemocnéni je
zkouska schopna prokazat existenci i jen jediné molekuly DNA ve
vzorku, ktera poskytuje charakteristicky fragment. V pfipadé
geneticky podminénych onemocnéni se primery konstruuji tak, Ze
jejich produkty mohou rozliSovat mezi normalnimi a chorobou
pozménénymi alelami. RozlisSeni je mozné na zakladé odliSnosti
retézce v segmentu DNA genomu ktery je komplementarni k primeru

nebo na zakladé odliSné vzdalenosti mezi obéma primery.

Vzhledem k tomu, ze primery maji nesmirné vysoky stupen
specificnosti, je mozné sledovat sou¢asné rizna onemocnéni, tento
postup se ¢asto oznacuje jako PCR multiplex. Tento postup vs$ak trpi
omezenim, které spoéivé.v tom, ze je mozno soucasné sledovat jen
nékolik, obvykle 5 az 8 rliznych onemocnéni. Védeckym podkladem
tohoto omezeni je skuteCnost, Ze optimaini podminky pro
PCR-amplifikaci ( teplota pro vazbu, koncentrace hofeénatych iontd,
koncentrace primeru) se podstatné méni v zavislosti na pouzitém
paru primertd. V pfipadé PCR muitiplex je proto ¢asto nutné volit
kompromisni podminky, pfi nichz vSechny primery mohou poskytnout
zjistitelné produkty. Kromé svrchu uvedeného jevu existuje jesté
velky rozdfl mezi Gc¢innosti amplifikace rGznych fragmentld. V
dasledku obou uvedenych omezeni Casto muzZe dojit k tomu, Zze
produkty nékterych paru primer( nejsou pri provadéni PCR multiplex
prokazateiné. '

Zplsob podle vynalezu v podstaté odstrafiuje svrchu
uvedena omezeni PCR multipiex vzhledem k tomu, Ze vSechny
primery, pouzité pfi provadéni tohoto postubu maji podstatnou East
svého nukleotidového fetézce spoleénou. Mimoto dochazi pri selekci
AFLP k selekci znacici DNA, k jejiz amplifikaci dochazi se stejnou
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Guéinnosti. To znamena, ze v pripadé optimalnich podminek pro
uskuteénéni PCR-amplifikace pro rizné selektivni primery dochazi k
daleko menéim variacim, nez jaké je mozno pozorovat v pfipadé
bézné uzivanych primerq, specifickych pro urcity retézec. V podstaté
tedy jde o idealni kompromis mezi poltem bazi synthetického
oligonukieotidu, jehoz je zapotiebi k dosazeni pozadované
specifiénosti pfi detekci jediného urcitého fragmentu DNA dané
velikosti ve slozitém genomu, tak jak bylo svrchu vypocitano a mezi
délkou a slozenim oligonukleotidu, které jsou optimaini pro Gcinnou
PCR-amplifikaci. Zplsob podle vynalezu proto predstavuje dosud

nejvyhodnéjsi postup pro PCR muitiplex.

Vnalez tedy poskytuje obecny postup pro izolaci znadici
DNA z jakéhokoliv genomu a pro pouziti této znacici DNA ve vSech

myslitelnych aplikacich typovani DNA.

Vynalez bude dale osvétlen nasledujicimi pfiklady, které

viak nemaji slouzit k omezeni jeho rozsahu.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Selektivni__amplifikace restrikénich fragmentd DNA 2z rajCete pri
pouziti Pstl

A) lzolace a modifikace DNA

Celkovd DNA z rajcete (Lycopersicon esculentum c.v.
Moneymarker) byla izolovéna z miladych listG zpGsobem podle
publikace Brnatzski a Tanksley, Theor. Appl. Genet. 72, 314-321.
Typicky vytézek byl 50 az 100 mikrogramt DNA na 1 gram &erstvych
listi. DNA byla rozstépena pri pouziti enzymu Pstl (Pharmacia) a na
ziskané restrikéni fragmenty byly navazany adaptory Pstl s dvojitym
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fetézcem (ds) dale popsanym zpldsobem. Tyto adaptory mély

nasledujici strukturu:
5- CTCGTAGACTGCGTACATGCA -3
3- CATCTGACGCATGT -5

3°-TGCA-pfecnivajici zakonéeni v téchto adaptorech se
vaze na prodlouzena zakonéeni, vytvofena pusobenim Pstl. Po
navazani na tento adaptor nedochazi k obnoveni rozpoznavaciho
mista pro Pstl, fretézce CTGCAG vzhledem k tomu, ze 5°-C-zakondéeni
je nahrazeno A. Vazna reakce byla navrzena takovym zplsocbem, Ze
koneénym vysledkem je témérF vyluéné molekula s vazbou fragmentu
DNA na adaptor. Tohoto cile bylo dosazeno tak, ze 1) byly uzity
nefosforylované adaptory, vyluéujici vzajemnou vazbu adaptoru na
adaptor a 2) vazba a restrikéni reakce byly provedeny soucasné.
Druhé z uvedenych opatfeni zajisti, Ze dojde k restrikci jakéhokoliv
produktu, ktery je vytvofen vazbou dvou restrikénich fragmentu
navzajem a tim dojde .k téméf apinému vylouéeni tohoto typu
produktld. Produkty, vytvofené vazbou adaptoru na restrikéni
fragment nemohou byt restrikénim enzymem rozstépeny vzhledem k
tomu, Ze u téchto produktl nedochazi ke znovuvytvofeni mista
Stépeni pro enzym Pstl. Pfi vazbé adaptoru byly pouZity nasledujici
reakéni podminky: -

2 mikrogramy DNA z rajcete

0,2 mikrogramu adaptoru

20 jednotek Pstl

1 jednotka T4 DNA-ligazy

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

Reakce k uskuteénéni vazby se provadi v reakénim objemu
20 mikrolitrd celkem 3 hodiny pfi teploté 37 °C. Po vazbhé 'adaptoru se
nenavazané fetézce adaptoru odstrani selektivnim vysrazenim. K
tomuto ucelu se objem reakéni smési zvysi na 100 mikrolitrd a pfida
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se NH,Ac do koneéné koncentrace 2,5 M Pak se prida jesté 100
mikrolitrd ethanolu s teplotou -20 °C a smés se inkubuje 5 minut pFi
teploté mistnosti. Pak se DNA oddéli odstfedénim celkem 10 minut
prfi 14 000 otackach za minutu v chlazené Eppendorfové odstfedivce
pri teploté 4 °C. Usazenina DNA se pak jednou promyje 0,5 mi 70%
ethanolu pfi teploté mistnosti a pak se rozpusti ve 40 mikrolitrech

TO,1E (10 mM Tris.HC| o pH 8,0, O, mM EDTA). DNA se pak
skladuje pfi teploté -20 °C. Selektivni srazeni, tak jak bylo popsano,
G&inné odstrani nenavazané adaptory z reakéni smési, soucasné vsak
dochazi také ke ztraté malych fragmentiG DNA (200 pard bazi a

mensi).
B) Amplifikacni reakce

DNA, pfipravena svrchu uvedenym zpUsobem byla uZita
jako matrice pro amplifikaci Pstl-fragmenti. Reakéni smés pro
PCR-reakci v tomto pripadé obsahovala nasledujici slozky:

1 ng matricové DNA
150 ng primeru
1 jednotku Taq DNA-polymerazy (Perkin Elmer)
200 mikromol vSech &tyr dNTP
10 mM Tris.HCl o pH 8,5, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCI
H,O do celkové'ho‘objemu 50 mikrolitra

Reakéni smés byla prevrstvena 20 mikrolitry lehkého
mineralniho oleje, aby nedoslo k odpafovani v prubéhu amplifikaéni
reakce. PCR-reakce byla uskutecnéna na zafizeni Perkin Elmer
Thermal Cycler pfi pouziti nasledujicich typt cykld: 1 minuta pfi 94
°C, 1 minuta pfi 60 °C, pak vzestup teploty od 60 do 72 °C rychlosti
1 °C za 5 sekund a 2,5 minuty pfi 72 °C. Bylo uskuteénéno celkem 33
cykit. Po ukonéeni reakce bylo pfidano 20 mikrolitrG chloroformu a
10 mikrolitrlt barviva, v tomto pfipadé 50% sacharéza s 0,1 %
barviva Oraz G (Merck). Barvivo bylo dikladné promiseno s reakéni
smési a smés byla kratce odstredéna k odstranéni organické faze
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(mineralni olej a chloroform) z reakéni smési, dopinéné barvivem.
Pak bylo 20 mikrolitrG reakéni smési analyzovano na 0,1%
agarozovém gelu.

C) Amplifikace DNA z rajcete pfi pouziti primert se zvysujici
se selektivitou

DNA rajcete byla rozStépena puUsobenim restrikéniho
enzymu Pstl a zakonceni byla prodlouZena pfi pouziti Pstl-adaptoru
za svrchu uvedenych podminek. Byly zvoleny ¢tyfi odli§né primery s
nasledujicimi retézci:

1. 5-CTCGTAGGGGGGGGGGGGGGGGACTGCGTACA-3

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

Primer 1 je Easti horniho fetézce adaptoru, pouzitého pro
modifikaci DNA a mél by tedy amplifikovat vSechny Pstl-fragmenty.
Primer 2 obsahuje gast Fetézce adaptoru, rozpoznavaci misto
pusobeni enzymu Pstl (Fetézec, psany malymi pismeny) a jeden
selektivni nukleotid (velka pismena) a mél by teoreticky amplifikovat
priblizné 1/16 vsech Pstl-fragmentli. Primery 3 a 4 jsou podobné
primeru 2, av8ak obsahuji 2 a 3 selektivni nukleotidy a je tedy mozno
ofekavat, Ze budou amplifikovat pfiblizné 1/256 a 1/4096
Pstl-fragmentG. Cast reakéni smési byla analyzovana na 1,0%
agarozovém gelu, vysledek je znazornén na obr. 11. Drahy 1 a 6 na
tomto obrazku obsahuji znacici DNA, jejiz velikost je uvedena vievo.
Drahy 2, 3, 4 a 5 obsahuji produkty PCR, ziskané pfi pouZiti primeru
I, 2, 3 a 4. Vysledky prokazuji, Ze pouze v pFipadé primeru,
obsahujiciho 3 selektivni nukleotidy je pocéet amplifikovanych
fragmentl takovy, aby bylo moZno ziskat zfetelné pasy. V pfipadé
ostatnich tfi primert byly ziskany pasy, které nebylo mozno -na
agarozovém gelu rozdélit, protoZze vzniklo pfili§ mnoho produktu
PCR-reakce. Mezi témito produkty vzdy pfevazuji nékteré fragmenty
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a je mozno je pozorovat jako natér v pozadi, na némz se jevi dalsi
PCR-produkty. Je pravdépodobné, Ze se tyto produkty vyskytuji ve
vétsim poctu kopii v genomu rajcete nebo dochazi k jejich G¢inné&jsi
amplifikaci nez v pfipadé dalSich produktl. Je nutno uvést, ze
vzhledem k celkovému poctu fragmentld po Stépeni enzymem Pstl v
DNA genomu rajcete, 20 000 az 100 000 bylo od zadatku
pfedpokiadano, Ze bude zapotfebi pouzit primery, obsahujici 3
selektivni nukleotidy k ziskani zretelné odlisitelnych péast na

agarozovém 'gelu.
D) Analyza amplifikovanych fragmentl pomoci Southern blot

Amplifikované fragmenty byly zkoumany metodou Southern
blot, aby bylo mozno ovérit, zda tyto fragmenty odpovidaji restrikénim
fragmentium s odpovidajicimi rozméry. K tomuto uéelu byly &tyfi
fragmenty, ziskané pfi pouziti primeru 4, vyfiznuty z agarozo.vého
gelu. Ze ziskanych fezl byla cisténa DNA absorpci na sklenéné
kulicky (Gene Clean, Bio 101) a &ast cisténé DNA byla znovu
amplifikovana, &imz byl ziskan pfiblizné 1 mikrogram kazdého ze &tyf
fragmentd DNA. Produkty reamplifikacni reakce pak byly analyzovany
elektroforézou na 1,0% preparativnim agarozovém gelu a
pozadované fragmenty DNA byly ¢istény. 200 ng kazdého =z
fragmentl bylo oznaceno pfi pouziti (alfa-**P)dATP pfi pouziti balicku
pro znaceni podle navodu vyrobce (Boehringer Mannheim). Veskera
DNA rajcete byla' rozstépena Pstl material byl podroben
elektroforéze na 1,0% agarozovém gelu. Byly pouzity &tyfi zfetelné
od sebe oddélené drahy, na kazdou z nich byly naneseny pfiblizné. 3
mikrogramy DNA po rozstépeni. Pak byl proveden blot agarozového

-+

gelu pfi pouziti hybridizaéni membrany Genscreenn * podle navodu

vyrobce (New England Nuclear). Po uskuteénéni blotu byl gel

rozdélen na Ctyfi podily, z nichz kazdy obsahoval jednu drahu,

ziskanou z DNA rajcete, rozstépené plsobenim enzymu Pstl. Kazdy z
uvedenych &étyf podilt byl hybridizovan na jednu ze étyi DNA-sond
zpUsobem podle publikace Klein-Lankhorst a dalsi, Theor. Appl.

‘Genet. 81, 661-667. Hybridizovany material byl podroben
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autoradiografii po dobu 40 hodin pfi pouziti filmd Kodak XARS5.
Ziskané vysledky prokazuji, Zze vSechny fragmenty DNA genomu byly
rozpoznavany uvedenymi ¢tyrmi sondami DNA a mély stejnou délku
jako tyto sondy. To znamena, ze amplifikované fragmenty, uzité jako
sondy, pochdazely z fragmentu, prokdzanych na blotech.

E) Selektivni amplifikace jediného restrikéniho fragmentu

Pro 3 nahodné zvolené Pstl-fragmenty DNA rajCete byly
zkonstruovany tfi skupiny primeru, §lo o fragmenty, u nichZ byl znam
retézec, tésné sousedici s mistem puUsobeni enzymu Pstl. Skupiny
primerd s obsahem 5 selektivnich nukleotidl byly zkonstruovany
nésledujicim zpusobem:

Skupina primerQ 1
Retézec 1
5-ctgcagCAGTACCAGC----- CCGGCACCTGetgcag-3
5-TGCGTAACATtgcagCAGTA-3 3-TGGACgacgtACATGCGT-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 primeru 3

Retézec 3:
5-ctgcagAATACCAAGA-----GCAAGCACAGctgcag-3
5-TGCGTACAtgcagTTATG-3 3-GTGTCgacgtACATGCGT-5
primer 3.1 primer 3.2

DNA rajcete byla rozStépena enzymem Pstl a na zakonéeni
restrikénich fragmentl byly navdzany adaptory svrchu uvedenym
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zpUusobem. Tato DNA byla pak uzita jako matrice pfi PCR-reakci s
pouzitim skupin primer( |, 2 nebo 3 a za svrchu uvedenych podminek.
Produkty z kazdé PCR-reakce byly analyzovany na 1,0% agarozovém
gelu. Vysledek je znazornén na obr. 12. Na obr. 12 je zndzornéno 13
drah, z nichZz ve drahach 1, 2, 12 a 13 se nachazi znadici DNA.
Velikost molekul této znacici DNA ( v kilobazich, kb) je uvedena na
obou stranach gelu. Ve drahach 3, 6 a 9 je znazornéna DNA
plasmidu s kazdym ze tfi fragmentl po restrikci enzymem Pstl za
vzniku fragm‘entu vektoru, pUC18 (Yanisch-Perron a dalsi, Gene 33,
103-119) a vlozeného Pstl-fragmentu. Ve drahach 4 a 5 je produkt
amplifikace pfi pouziti skupiny primerd 1 , 5 fg odpovidajici DNA
plasmidu a 1 ng celkové DNA genomu. Ve drahach 7 a 8 je
znazornéna amplifikace pfi pouziti skupiny primerd 2 , DNa plasmidu
a celkové DNA genomu a v drahach 10 a 11 je znazornéna
amplifikace pfi pouziti skupiny 3 primerli. Znazornéné vysledky
prokazuji, Ze je mozné dosahnout amplifikace jediného
Pstl-fragmentu ze smési alespon 20 000 fragmentid pfi pouziti
selektivni amplifikace fragmentld s pouZitim primerd, obsahujicich 5

selektivnich nukleotidd.
F) Identifikace polymorfismu DNA s pouzitim SRFA

V predchozich kapitolach bylo jasné prokazano, ze pfi
pouziti selektivni amplifikace restrikénich fragmentl je tyto fragmenty
mozno amplifikovat, a to bud nahodnym zplGsobem, nebo muze jit o
amplifikaci - specifickych restrikénich fragmentt v pripadé, ze je k
disposici informace o slozeni fetézce. Mélo by tedy byt ‘mozné
prokazat polymorfismus cilovych restriknich mist mezi dvéma
jednotlivci téhoz druhu. Tato metoda bude dale popsana pro dvé linie
rajéat, které jsou si velmi pfibuzné, avsak liSi se pfitomnosti genu pro

odolnost proti nematodim na kofenech rostlin, Mi, v jedné =z

.uvedenych linii. Tento gen Mi ma svij pGvod v Lycopersicon

peruvianum, coz je vzdalené pfibuzny druh vzhledem k pozivatelnym
rajéatum Lycopersicon esculeritum. Tento gen byl ulozen do rajcat L.
esculentum kfizenim a naslednym dvanéactinasobnym zpétnym
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kfizenim s puvodni rostlinou L. esculentum a pak selekci na
pfitomnost genu Mi. Z uvedeného divodu se obé pouzité linie rajéat
od sebe [iSi pouze malou casti svého genetického materialu, to
znamena genem Mi a oblasti v jeho bezprostfedni blizkosti. Bylo
vypocitano, 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-sensitivni a linie 83M-71398, Mi-odolna, obé byly ziskany od De
Riter Seeds, Bleiswijk, Nizozemi), tyto linie byly rozstépeny
pUsobenim restrikéniho enzymu Pstl a opatfeny adaptory svrchu
uvedenym zplUsobem. Pak byl proveden velky poéet amplifikaénich
reakci pri pouziti primert, které se od sebe liSily ve svém prodlouzeni
obsahem selektivnich nukleotidl. Byly uzity tfi selektivni nukleotidy a
kromé jednotlivych primerQ byly pouzity také kombinace dvou ruznych
primertd. Vysledky reakci byly analyzovany na gelech se smési
polyakrylamidu a agarozy, bylo uzito 2,5 % polyakrylamidu a 1,0 %
agarozy pri poméru akrylamidu k bisakrylamidu 20:l. Analyza byla
uskuteénéna na gelu, ulozeném v jednotce Protean Il (Biorad) pfi
pouziti délicich prepazek 1,5 mm. Bylo uzito celkem 16 ruznych
primert v 16 reakcich, v nichz byl pouzit vZdy jeden primer a ve 120
reakcich, pfi nichz byly pouzity vSechny mozné kombinace dvou
primerl. Typicky pfikliad ‘ gelu se Sesti témito kombinacemi je
znazornén na obr.13. Drahy 1 a 14 tohoto gelu obsahuji znaéici DNA,
velikost molekul v kilobazich je uvedena na pravé strané gelu. Ve
drahdch 2a 3,4a5, 6 a7 atd. jsou ulozeny produkty amplifikace pfi
pouziti specifického primeru nebo pfi pouZiti paru primert pfi
odebrani materiald ze svrchu uvedenych dvou linii rajéat. PFi
sériovém vysetfovani materidlu na polymorfismus cilovych mist pro
pusobeni restrikénich enzyma byla ziskana fada fragmentd, z nichZ tFi
fragmenty byly obsazeny ve velkém mnoZstvi, tyto fragmenty jsou
znazornény ve drahach 9, 11 a 12 na obr. 13 (znazornéni pomoci
malého krouzku). Je pravdépodobné, Ze polymorfni pasy ve drahach
9 a 11 jsou totozné vzhledem k tomu, Ze pfi obou reakcich byl pouzit
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tentyz primer (rozdil spoéivd pouze v pouziti druhého primeru ve
draze 11). Oba polymorfni fragmenty v drahach 11 a 12 byly z gelu
vyfiznuty, gel byl rozruSen protlaéenim jehlou velikosti 18 a DNA
byla z gelu vymyta eluci pomoci difuse ve 200 mikrolitrech 100 mM
tris.HCl o pH 8,0, 10 mM EDTA. 2 mikrolitry materialu byly pouzity
pro reamplifikaci uvedenych fragmentd, jak jiz bylo svrchu popsano.
Ve 200 ng kazdého fragmentu byla vyplnéna zakonéeni pfi pouziti
T4-DNA-polymerazy a pak byl materidl navazan na 100 ng
plasmidovéhé vektoru pUC18 (Yanisch-Perron a dalsi, Gene 33,
103-119 po rozstépeni enzymem Smal. Smés, ziskana vazbou, byla
uzita k transformaci E. coli a pro kazdy fragment byl zvolen jeden
klon rekombinantni E. coli pro analyzu fetézce. VS$echny uvedené
manipulace byly provadény pfi pouziti standardnich postupu 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 Sesti
selektivnich nukleotidi na bazi fetézci svrchu uvedenych dvou
fragmentt. Bylo mozno amplifikovat kazdy fragment specificky pfi
pouziti uvedenych skupin primerd. Byly amplifikovany pouze
fragmenty z té linie rajéat, z niz pochazely. To znamena, Ze u
uvedenych skupin primerd bylo mozZzno pozorovat tentyz
polymorfismus, jaky byl 'pfj;/odné prokazan u primert s obsahem tfi
selektivnich nukleotidd, které byly uzZity k prikazu tohoto

polymorfismu.
Priklad 2

Selektivni amplifikace restrikénich fragmentd DNA rajcete pfi_pouziti

dvou restrikénich enzymua

V prikladu 1 byl osvétlen princip selektivni amplifikace
restrikénich fragmentd (SRDA) pfi pouziti DNA rajete a restrikéniho
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enzymu Pstl V tomto pfikladu bude popsana amplifikace typu SRDA
pfi pouziti dvou restrikénich enzymd, Pstl a Msel,

lzolace a modifikace DNA

Veskera DNA rajcete byla izolovana z mladych listky
zpusobem, ktery byl popsan v pfikladu 1. Dva pary tak zvanych
isogenickych linii byly pouzity jako zdroj DNA a byly oznaéeny Gem®
a Gem® a GCR26 a GCR151 (tyto linie jsou popsany v nasledujicich
publikacich: Denby a Williams, 1962, Can.J.Plant Sci. 42, 681-685,
Smith a Ritchie, 1983, Plant. Mol. Biol. Rep. 1, 41-45). Dva vzorky,
jeden z kazdého paru isogenickych linii jsou geneticky velmi
podobné, avsak liSi se od sebe pFitomnosti fetézce pro odolnost proti
patogenni houbé Verticillium albo-atratum.

Prvnim stupném pfi modifikaci vzorkG DNA bylo §tépeni
téchto vzork( pf#i pouziti dvou restrikénich enzymd, Pstl a Msel.
Rozstépeni DNA a také nasledné navazani adaptort 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, pH 7,5.

Stépeni DNA restrikénimi enzymy Pstl a Mse|

Stépeni DNA bylo provadéno pfi pouziti nasledujicich
materiala: ’
2,5 mikrogramt DNA
12,5 jednotek Pstl (Pharmacia, 10 jednotek/mikrolitr)
12,5 jednotek Msel ( N.E.Biolabs, 4 jednotky/mikrolitr)
5,0 mikrolitru 10 x RL-pufr
H,O do 50 mikrolitrt

Inkubace reakéni smési byla provadéna jednu hodinu pfi
teploté 37 °C.
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Nasledujicim stupném pfi modifikaci DNA byla vazba
molekul adaptord na zakonceni fragmentd DNA. Nejprve bylo
zapotrebi pfipravit pfislusné molekuly adaptord s dvojitymi fetézci

dale uvedenym zplUsobem:

Priprava adaptoru

Adaptor Msel ma nasledujici retézec:

5-GACGATGAGTCCTGAG-3
3-TACTCAGGACTCAT-5

Pro pripravu roztoku 50 pmol/mikrolitr tohoto adaptoru bylo
smiseno 8 mikrogram(, 1430 pmol I6-meru s Ffetézcem nukleotidl
5-GACGATGAGTCCTGAG-3 se 7 mikrogramy, 1430 pmoly 14-meru
5-TACTCAGGACTCAT-3 v celkovém objemu 28,6 mikrolitr(i vody.

Adaptor Pstl ma néasledujici fetézec:
5-bio-CTCGTAGACTGCGTACATGCA-3
3-CATCTGACGCATGT-5

Pro pfipravu roztoku 5 pmolu/mikrolitr tohoto adaptoru bylo
smiseno 5,25 mikrogramu, 715 pmolu biotinylovaného 21-meru
5-bio-CTCGTAGACTGCGTACATGCA-3 s 3,5 mikrogramy, 715 pmolu
14-meru 5-TGTACGCAGTCTAC-3 v celkovém objemu 143 mikrolitrQ
vody.

Vazba molekuly adaptoru

K rozstépené DNA bylo pfidano 10 mikrolitrd smési, ktera
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

-3
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1 jednotka T4 DNA-ligazy (Pharmacia, 5 jednotek/mikrolitr)
H,0 do 10 mikrolitrd |

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

Adaptory byly navrieny takovym zplUsobem, aby po
ukonéeni vazby nedoSlo k opétnému vzniku mist puUsobeni
restrikéniho enzymu, uzitého ke Stépeni. Tak je moZno zabranit
vzajemné vazbé restrikénich fragmentd vzhledem k tomu, 3Ze
restrikéni enzymy si v pribéhu vazebné reakce uchovavaji svoji
udinnost. Vzajemna vazba adaptord neni uskuteénitelnd z toho
divodu, Ze adaptory nejsou fosforylovany, jak je jiz podrobnéji
vysvétleno v pfikladu 1.

Selekce biotinylovanych fragmentu

Pfiprava matricové DNA pro SRFA s pouzitim dvou
restrikénich enzymu obvykle zahrnuje jesté dal$i stupen, ktery neni
uzit v pripadé, ze se SRFA provadi s pouZitim pouze jednoho
enzymu. V tomto stupni se fragmenty DNA, na néZ byl navazan
biotinylovany adaptor, oddéli od vsech zbyvajicich fragmentu.

Biotinylované fragmenty se v tomto stupni oddéli od
nebiotinylovanych fragmentd (fragmenty Msel-Msel) vazbou na
paramagnetické streptavidinové kulicky (Dynal). 10 mikrolitra kulidek
se 1x promyje 100 mikrolitry STEX (100 mM NaCl, 10 mM tris.HCI, 1
mM EDTA, 0,1 % Tritonu X-100 o pH 8,0) a pak se material znovu
uvede do suspenze ve 140 mikrolitrech STEX. Pak se kuliéky pFidaji
ke smési, v niz probéhla vazba, do koneéného objemu 200 mikrolitrd.
Smés se pak inkubuje 30 minut za opatrného michani pfi teploté
mistnosti, aby doslo k vazbé biotinylovanych fragmenti na kuligky.
Pak se kulicky oddéli tak, Ze se zkumavky, které je obsahuji, pfidrzi v
blizkosti magnetu. Tak nemohou kuliéky byt odpipetovany pfi

pfenasdeni supernatantu do jiné zkumavky. Kuliéky se 1x promyji a
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pak se prfenesou do nové zkumavky. Pak se kulicky jes$té 3x promyji
pfi pouziti 200 mikrolitrd STEX. Nakonec se kuliéky 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, rozstépena plusobenim restrikénich enzymu a opatfena
adaptory, navazana na paramagnetické streptavidinové kuliéky a
zbavena fragmentid Msel-Msel bude v nasledujicich stupnich

oznacovana jako matricova DNA.

Amplifikace fragmentu Pstl-Msel

Matricova DNA, pfipravena svrchu uvedenym zpUsobem by
méla obsahovat vSechny fragmenty Pstl-Msel z uvedenych linii rajéat
a mimoto je$té malé mnozstvi fragmentd Pstl-Pstl, prostych vnitinich
fragmentl Msel. V tomto pokusu byl vétsi podet téchto fragmentl
Pstl-Msel visualizovan amplifikaci v podstaté zplsobem, ktery byl
popsan v prikladu 1: A}xalyza produktt amplifikace na gelu byla
uskuteénéna na denaturaénim akrylamidovém gelu podle Maxam a
Gilbert, Proc. NAtl. Acad. Sci. USA, 74, 560-564 vzhledem k tomu, ze
fragmenty, ziskané pfi uvedeném postupu byly mnohem mensi nez
fragmenty, které byly popsany v pfikladu 1. Mimoto tyto typy geld
umoznuji oddéleni az 100 pasu v jedné draze, coz je pfiblizné 10x
tolik jako v pfipadé agarozovych geltu z pfikladu 1. Fragmenty byly
visualizovdny oznacéenim jednoho z PCR-primerl na 5°-zakonéeni

pomoci (**P)ATP a polynukleotidkinazy.

Znaceni PCR-primeru

Primer, ktery byl vybran pro znaceni byl 19-mer se vzorcem
5-GATGAGTCCTGAGTAAgaa-3, ktery byl oznacen jako
Msel-primer-1 a v némz jsou selektivni nukleotidy oznaceny malymi
pismeny. Znaceni bylo uskuteénéno pfi pouziti nasledujicich

materiala:




10

15

20

25

30

38

3,0 mikrolitrd 18-meru (z roztoku 50 ng/mikrolitr =
150 ng) 5,0 mikrolitrd **P-ATP (z roztoku 10
mikroCi/mikrolitr = 50 mikroCi) 3,0 mikrolitrd 250 mM tris.HCI, 100
mM MgCl,, 50 mM DTT, pH 7,5 0,5 mikrolitrG T4 DNA-kinazy
(Pharmacia, 10 jednotek/mikrolitr) 18,5 mikrolitri vody

Byl ziskan celkovy objem 30 mikrolitrG smési, ktera byla
inkubovana 30 minut pfi teploté 37 °C. V kazdé PCR byl pfidan 1
mikrolitr tohoto 5°-znaceného primeru.

Bylo provedeno celkem 28 PCR-reakci, v nichZ byla kazda
ze 4 matricovych DNA amplifikovana pomoci sedmi kombinaci
primerl. Kazda kombinace primeri obsahovala tentyz Msel-primer
(svrchu popsany Msel-primer-1), avSak ménily se Pstl-primery. Bylo
vybrano celkem 7 rUznych primeri (stejné jako v pfipadé
Msel-primeru jsou selektivni nukleotidy oznaéeny pomoci malych
pismen):

Pstl-primer-1: 5-GACTGCGTACATGCAGga-3
Pstl-primer-2: 5-GACTGCGTACATGCAGgt-3
Pstl-primer-3: 5-GACTGCGTACATGCAGgg-3
Psti-primer-4: 5-GACTGCGTACATGCAGag-3
Pstl-primer-5: 5-GACTGCGTACATGCAGat-3
Psti-primer-6: 5-GACTGCGTACATGCAGct-3
Pstl-primer-7: 5-GACTGCGTACATGCAGta-3

Véechny PCR-primery byly rozpustény ve vodé v
koncentraci 50 ng/mikrolitr. '

Amplifikaéni reakce

Smés pro uskuteénéni PCR obsahovala tyto sloZky:
2,0 mikrolitrl matricové DNA
1,0 mikrolitr 5°-znaceného Msel-primeru (5 ng)
0,5 mikrolitrG neznaéeného Msel-primeru (25 ng)
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0,6 mikrolitrd Pstl-primeru (30 ng)

2,0 mikrolitru 100 mM tris.HCI, 15 mM MgCl,, 500 mM KCI, pH 8,5

0,8 mikrolitru 5§ mM dNTP

0,1 mikrolitru Taq-polymerazy (Cetus Perkin EImer, 5 jednotek na
mikrolitr)

13,0 mikrolitru vody

Vsechny reakéni slozky byly dobfe promiseny a podstatna
slozka PCR, obvykle enzym, byla pfidana jako posledni. Pak byla
reakce co nejdrive zahajena.

Amplifikace byla uskuteénéna pfi pouziti zafizeni Perkin
Elmer k provadéni tepelnych cykid. Bylo uzito nasledujiciho profilu
jednotlivych cykli:

1 cyklus: denaturace: 30 s pfi94°C
vazba: 30 s pfi65°C
prodlouzeni: 30 s pri72°C
11 cyklG: denaturace: 30 s pfi 94 °C
vazba: teplota se snizuje 0 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.
PFi kazdé teploté inkubace 30 sekund.

prodlouzeni: 60 sekund pfi 72 °C
23 cyklu: denaturace: 30 s pfi 94 °C

vazba: 30 s pfi 56 °C

prodiouzeni 60 s pfi 72 °C

Analyza amplifikovanych fragmenti na gelu

Reakéni produkty byly analyzovany na 4,5% denaturaénich
polyakrylamidovych gelech. Byly pouzity gely s rozmérem 50 x 38
cm, kazety pro pfipravu téchto gell byly ziskany od Biorad. Bylo uzito
vzdy 100 ml roztoku gelu s obsahem 4,5 % akrylamidu, 0,225 %
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bisakrylamidu, 7,5 M mocoviny, 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 tésné pfed 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. Reakéni smés byla smisena se stejnym objemem 20
mikrolitrd 98% formamidu s 10 mM EDTA, 0,01 % bromfenolové modri
a 0,01 xylenkyanolu. Vysledné smési byly zahfaty na 3 minuty na
95°C a pak rychle zchlazeny na ledu. 2 mikrolitry kazdého ze vzorkl
byly naneseny na gel a postup byl pak provadén pfi napéti 110 W k
zajisténi stalého vyvoje tepla v prubéhu elektroforézy. Za téchto
podminek odpovidala sila elektrického pole v gelu hodnotam 40 az 50

voltu/cm.

Vysledky reakci SRFA jsou znazornény na obr. 14. Drahy
jsou oznadeny 1 az 28 a obsahuji vZdy &tyfi linie rajéat s jednou ze
sedmi kombinaci primeru. Pofadi linii rajéat 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, drahy 5
az 8 obsahuji tyto DNA, amplifikované Msel-primerem-1 a
Pstl-primerem-2, drahy © az 12 obsahuji tyto DNA, amplifikované
Msel-primerm-1 a Pstl-primerem-3, drahy 13 aZ 16 obsahuji tyto DNA
amplifikované Msel-prirrierém-‘! a Pstl-primerem-4, drahy 17 az 20
obsahuji tyto DNA amplifikované Msel-primerm-1 a Pstl-primerem-5,
drahy 21 az 24 obsahuji tyto DNA amplifikované Msel-primerem-1 a
Pstl-primerém-e a drahy 25 az 28 obsahuji tyto DNA amplifikované
Msel-primerem-1 a Pstl-primerem-7. Gel neobsahuje 2adné oznadeni,
uréujici velikost molekuly, avSak visualizované fragmenty DNA
odpovidaji +200 nukleotiddm na spodni strané obrazku a +500

nukleotidim na jeho horni strané.
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Priklad 3

Selektivni amplifikace restrikénich fragmentiG DNA ruznych deledi

Lactuca plsobenim dvou restrikénich enzymu

V prikladu 2 je uveden princip selektivni amplifikace
restrikénich fragmenti SRFA pfi pouZiti dvou restrikénich enzymu s
pouzitim DNA rajéete. V tomto prikladu bude prokazano, ze obdobné
vysledky je mozno ziskat pfi pouziti DNA raznych &eledi Lactuca pfi
pouziti tychz restrikénich enzymu, Pstl a Msel.

lzolace a modifikace DNA

DNA se izoluje zpUsobem, popsanym v pfikiadu 1 pfi pouziti
mladych listd rGznych ¢eledi Lactuca. Jak bude jesté dale uvedeno,
tyto rostliny zahrnuji bézny salat L. sativa a nékolik jednotlivet ze
dvou divokych Celedi Lactuca, L. saligna a L. virosa. Rosltiny byly
pro Ucely pokusl oznaceny 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, i'os;tlina 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 kfehky salat

Analyzovany geneticky material tedy predstavoval 6
odlisSnych typu rostlin véetné dvou odliSnych jednotlivct ze &tyF téchto

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

Amplifikace Pstl-Msel-fragmentu

DNA, pripravené svrchu uvedenym zptisobem byly uzity jako
matrice pro reakce SRFA. Byly uZity kombinace dvou primerd,
pficemz byl pouzit jeden Msel-primer a dva od sebe odlisné
Pstl-primery. Tyto primery (selektivni nukleotidy v nich jsou oznaceny

malymi pismeny) je mozno charakterizovat jejich dale uvedenymi

retézci:

Msel-primer: 5-GATGAGTCCTGAGTAAaca-3
Pstl-primer-1: 5-GACTGCGTACATGCAGaa-3
Pstl-primer-2: 5-GACTGCGTACATGCAGca-3

Amplifikace fragmentd Pstl-Msel pfi pouziti svrchu
popsanych primerd byla provadéna presné zpusobem podle pfikladu
2 a vytvorené fragmenty byly visualizovany na denaturacnim
polyakrylamidovém gelu zpUsobem podle pfikladu 2. Ziskané pasy
jsou znazornény na obr. 15. Ve drahach 1 az 10 jsou znazornény
vzorky DNA 1 az 10, émplifikované primerem Msel v kombinaci s
Pstl-primerem-1, ve drahach 11 az 20 jsou znazornény vzorky DNA
1 az 10, amplifikované primerem Msel v kombinaci s Pstl-primerem-2
Oznaceni v.elikosti molekul nukleotidﬂ_ (na vykrese neni viditelné) je
uvedeno na pravé strané gelu. Rozdily v jednotlivych pasech odré‘iéji
rozdily v pfibuznosti zkoumanych rostlin.
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Priklad 4

Selektivni amplifikace restrikénich fragmentd v _inbrednich liniich

kukufFice pFi pouZiti riznych kombinaci restrikénich enzymd

V prikladech 2 a 3 je uveden princip selektivni amplifikace
restrikénich fragmentl SRFA pFi pouziti dvou restrikénich enzymu pfi
pouziti DNA z rajCete a ze salatu (Lactuca species). V tomto pfikladu
bude prokazano, ze podobnych vysledku je mozno dosahnout také pfi
pouziti linii kukufice (Zea mais). Mimoto bude prokazano, ze k
typovani DNA u téchto linii kukufice je moZno wvyuzit ruznych

kombinaci restrikénich enzymu.

I1zolace a modifikace DNA

Byly uzity dvé inbredni linie kukufice, které byly oznadeny 1
a 2. Zdroj téchto linii je irelevantni vzhledem k tomu, ze podle
ziskanych zkuSenosti je. mozno z jakékoliv zvolené linie ziskat s
pouzitim SRFA dobré typovani DNA. DNA ze zkoumanych linii byla
ziskana z miadych listd, z nichz byla izolovana zpusobem podle
publikace Saghai-Mahoof a dalsi, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
81, 8014-8018. Pro pfipravu matricové DNA byly uzity néasledujici
kombinace restrikénich \enzymﬂ (EK): Pstl/Tagl, EcoRIl/Tagl,
Asel/Taql a Sse8387-1/Taql. VSechny enzymy byly ziskany od
Pharmacia s vyjimkou enzymu Asel, ktery byl ziskdn od New England
Biolabs a~enzymu Sse8387-1, ktery byl ziskan od Amersham.
Matricové DNA byly pfipraveny v podstaté podle pfikladi 2 a 3 s

nasledujicimi vyjimkami:

Restrikce DNA byla uskutecnéna tak, ze nejprve byla DNA
inkubovana s enzymem Taql jednu hodinu pfi teploté 65 °C a pak byla
inkubovana s druhym enzymem, Pstl, Asel, EcoRl nebo Sse8387-I|
dal$i hodinu pfi teploté 37 °C. Vazba adaptorl byla provadéna stejné
jako v pfikladu 2 pfi pouziti nasledujicich adaptoru:
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Tagqgi-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-S

Amplifikace restrikénich fragmentu

Amplifikace restrikénich fragmentd byla uskuteénéna
zpusobem, popsanym v prikladu 2. Primery, zvolené pro oznadeni
amplifikaénich produktd byly nasledujici Taql-primery s tremi
selektivnimi nukleotidy ( tyto nukleotidy jsou opét oznaeny malymi
pismeny:

Tagl-primery (5°- znacené):

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

Uvedené ¢&tyifi primery byly pouzity pro detekci
amplifikaénich produktd, ziskanych pfi pouziti vech &tyf kombinaci
enzymu. Pro kazdou kombinaci enzymU byly uZity 4 primery pro jiny
enzym za vzniku celkem 16 kombinaci pro kazdy z enzymi. Uvedené
primery budou déale znazornény svymi fetézci (selektivni nukleotidy
jsou oznaceny malymi pismeny). Pro primery EcoR! a Asel byly
vybrany primery se tfemi selektivnimi nukleotidy, pro Pstl primery se
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dvéma selektivnimi nukleotidy a pro enzym Sse byly zvoleny primery,
obsahujici jeden selektivni nukleotid. Pro enzymy, které §tépi DNA
genomu kukufice na malém pocltu mist byly zvoleny primery,
obsahujici prodlouzeni s mensim poctem selektivnich nukleotid(.

EcoRI-primery: 1. 5-CTGCGTTACCAATTCcaa-3
2. 5-CTGCGTTACCAATTCaca-3
3. 5-CTGCGTTACCAATTCaac-3
4. 5-CTGCGTTACCAATTCcag-3

1. 5-GACTGCGTACCTAATaac-3
2. 5-GACTGCGTACCTAATaag-3
3. 5-GACTGCGTACCTAATacc-3
4. 5-GACTGCGTACCTAATgaa-3

Asel-primery:

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

Pstl-primery:

H DN =

5-GACTGCGTACATGCAGGa-3
'5-GACTGCGTACATGCAGGg-3
5-GACTGCGTACATGCAGGe-3
5-GACTGCGTACATGCAGGt-3

Sse8387-|-primery:

B LON A

Bylo provedeno celkem 128 PCR-reakci (2 DNA x 4
kombinace enzymi x 16 kombinaci primer() zpusobem, uvedenym v
pfikladu 2. Reakéni produkty téchto PCR byly analyzovany na 3
gelech (s obsahem 48 drah/gel) zplisobem, popsanym v pfikiadu 2.
VSechny kombinace primer( poskytovaly mapy DNA v rozsahu 50 aZ
100 pasu v jedné draze, s vyjimkou kombinace Ssel/Taql, kde.bylo
ziskano pouze 10 az15 pasul v jedné draze. Pfiklad jednoho z gell je
znazornén na obr. 16. Je znazornéna éast gelu s analyzou mapy,

ziskané pfi pouziti kombinace enzymd Pstl/Tagl a EcoRl/Taqgl. V
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drahach 1 az 8 jsou znazornény mapy dvou vzorkl DNA kukufice,
ziskanych pomoci SRFA a Tagql-primeru-3 a Pstl-primeru-|, -2, -3 a -4,
v drahach 9 az 16 jsou znazornény mapy DNA ze dvou vzorkd
kukufice, ziskanych pomoci SRFA pfi pouziti Tagql-primeru-4 a
Pstl-primera-1, -2, -3 a -4, v draze 17 je uvedena lambda-DNApo
rozstépeni enzymem Psrl pro oznadeni, velikost nékterych fragmentu
fetézce nukleotidi je uvedena vpravo a ve drahdch 18 az 25 jsou
znazornény mapy pro DNA ze dvou vzorki DNA kukufice, ziskanych
pomoci SRFA pFi pouziti Taql-primeru-1 a EcoRl-primert-1, -2, -3 a
-4,

Piiklad 5

elektivni amplifikace restrikénich fragmentu bakterialni DNA

V prikladech 2, 3 a 4 byl vysvétlen princip selektivni
amplifikace restrikénich fragmentu SRFA pfi pouziti dvou restrikénich
enzymu u rajCete, salatu (Lactuca species) a u kukufice. V tomto
prikladu bude prokdzano, Ze uvedeny postup je mozno pouZit také k
charakterizaci bakteridini DNA. Velky podet kmenu ,Xanthomonas
campestris byl ziskan z Laboratory of Microbiology, Ghent, Belgie a
uvedené kmeny byly zvoleny k priukazu pouzitelnosti postupu u
bakterii.

1zolace a modifikace DNA

VSechny vzorky DNA byly pFi‘praveny z kmeni Xanthomonas
campestris, izolovanych z rUznych zdroju, pfevazné z infikovanych
rostlin. Tyto kmeny byly oznaceny &isly 1 az 26 tak, jak jsou dale
uvedeny, a je mozno je ziskat z Laboratoiry of Microbiology, Ghent,
Belgie.

DNA podéeled pathovar izolat
1. albilineans 494




10

15

20

25

30

47

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. carﬁpestris 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 kment byla izolovana zpusobem,
popsanym v publikaci Marmur, J. Mol. Biol. 3, str. 208 az 218. Vzorky
DNA byly rozstépeny restrikénimi enzymy v podstaté zplisobem podle
pfikladu 4 s tim rozdilem, ze jako restrikéni enzymy byly pouzity
enzymy Taql a Apal. Vazba adaptori byla uskuteénéna zplsobem

podle pfikiadu 4 pfi pouziti nasledujicich retézcG adaptor(:
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Taql- adaptor: 5-GACGATGAGTCCTGAC-3
3 - TACTCAGGACTGGC-5

Apal- adaptor: 5-bio-TCGTAGACTGCGTACAGGCC-3
3- CATCTGACGCATGT-5

Amplifikace restrikénich fragmentd

Amplifikace restrikénich fragmentd byla uskutecénéna
zpUsobem, popsanym v pfikladu 2.Primery, které byly zvoleny pro
SRFA byly Tagql-primer 5-CGATGAGTCCTGACCGAg-3 s jednim
selektivnim nukleotidem, oznaéenym malym pismenem a Apal-primer
5-GACTGCGTACAGGCCCg-3 s jednim selektivnim nukieotidem,
rovnéz oznaéenym malym pismenem. Apal-primer byl oznaden na
5°-zakoncéeni pro detekci amplifikovanych fragmentu zpusobem,
popsanym v prikladu 2.

Kazda ze 26 IjNA byla amplifikovana pfi pouziti svrchu
popsané sestavy primeru. Podminky amplifikace byly stejné jako v
pfikladu 2 s tim rozdilem, Ze poslednich 9 cykld PCR bylo vynechano
vzhiedem k mensi sloZitosti DNA ve srovnani s rostlinnou DNA z
prikladu 2, 3 a 4.

Typovani DNA, kterého bylo dosazeno pfi pouziti bakterialni
DNA podle tohoto pfikladu je znazornéno na obr. 17. Drahy 1 aZ 26
pfedstavuji bakterialni DNA 1 aZ 26. Velikost DNA, pouZité pro
oznacéeni (na gelu neni viditeina) je v poétech nukleotidt uvedena ﬁa
pravé strané gelu. Tato dcisla jasné prokazuji ze pfibuznost
bakterialnich kment se odrazi na podobnosti ziskanych pasu.
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Priklad 6

Selektivni_amplifikace restrikénich fragmentu DNA ruznych Zivoéichd

pfi pouziti dvou restrikénich enzymu

V predchozich pfikladech byla popsana selektivni
amplifikace restrikénich fragmentd SRFA pro DNA z rlznych
rostlinnych zdroji. Nyni bude osvétlena ucinnost zpusobu pfi pouZiti
nahodné odebranych vzorki DNA z rlznych domécich zvifat. Byly
pouzity: Gallus domesticus (kure), SUSSCROFA DOMESTICA I
(VEPF), bos taurus (krava), Equus caballus (kUni). Pouzitymi

restrikénimi enzymy byly Sse83871 a Msel.

Izolace a modifikace DNA

DNA byla izolovana ze vzorkli krve zplGsobem podle
publikace Maniatis a dalsi, 1982. Vzorky DNA 1 az 3 (kufe), 4 az 7
(vepf), 8 az 11 (krava) a.12 az 15 (kun) byly roz§tépeny restrikénimi
enzymy Sse8387] a Msel. Fragmenty DNA byly navazany na adaptory
zpUsobem podle prikladu 2. Vzhledem k tomu, Ze pfi pouziti
restrikénich enzymt Sse83871 a Pstl vznikaji kompatibilni
3’-prodlouzena zakonceni, bylo mozno pouzit Pstl-adaptor i
Msel-adaptor, popsané v pfikladu 2.

Amplifikace restrikénich fragmentd

Matricova DNA, popsana svrchu a pfipravena zpUsobem
podle pfikladu 2 byla pouzita jako matrice pfi uskuteénéni reakci
SRFA. Pouzité kombinace primerd byly tvofeny jednim
Msel-primerem a odliSnymi Ssel-primery:

Msel-primer:
5-GATGAGTCCTGAGTAAtac-3
Sse8387I-primer-1:
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5-GACTGCGTACATGCAGGaa-3 Sse8387|-primer-2:
5-GACTGCGTACATGCAGGag-3

Amplifikace fragmenti Sse8387I-Msel pfi pouZiti paru
primerd, tak jak byly svrchu popsany byla provadéna zpusobem podle
pfikladu 2. Reakéni produkty byly podrobeny elektroforéze na
denaturaénim polyakrylamidovém gelu, rovnéz popsaném v pfikladu
2. Autoradiograficky zaznam, znazornujici typovani uvedenych vzorkd
je uveden na obr. 18. Ve drahach 1 az 15 je uvedeno typovani pro
DNA 1 az 15 po amplifikaci pfi pouziti Msel-primeru, parovaného s
Sse8387I-primerem-l, ve drahach 16 az 30 je uvedeno obdobné
typovani pfi  pouziti primeru Msel v kombinaci s
Sse8387l-primerem-2. Rozdily mezi jednotlivymi jedinci urcitého
ZivociSného druhu odrazeji heterogenitu Zivoci$né populace. Celkové
typovani je charakteristické pro uréity Zzivoéisny druh.

Ve zvlastnim provedeni tvofi podstatu vynalezu zpUsob
Fizené amplifikace alespon ¢asti vychozi DNA, ktera obsahuje vétsi
podet restrikénich mist pro uréité specifické restrikéni endonukleazy,
pricemz alespon ¢ast fetézce nukleovych kyselin je neznama, postup
spoéiva v tom, Ze se

a) vychozi DNA rozstépi specifickou restrikéni
endonukledzou za vzniku odpovidajiciho podétu restrikénich
fragmentd, opatfenych zakonéenimi 5°a 3°,

b)- pokud 5°- a 3’- adaptory jiz nebyly k dispozici v
oddélenych formach, rozstépi se toutéz specifickou restrikéni
endonukleazou také uréeny oligonukleotidovy vazny fetézec s
dvojitym fetézcem, obsahujici v nukleotidovém fetézci jediné misto
pusobeni pro pouzitou restrikéni endonukledazu za roz$tépeni na 5°-

a 3°- adaptor,

c) vzajemné se I:IaVéii restrikéni fragmenty, ziskané z
vychozi DNA na svych 5°- a 3°- zakonéenich a 3°- a 5°-adaptory za
vzniku restrikénich fragmentid vychozi DNA s prodiouzenymi-
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zakonéenimi, pficemz tyto fragmenty obsahuji na svém 5- a 3'-
zakoncCeni prodluzujici fetézce, jejichz nukleotidovymi fetézci jsou
fetézce 3°- a 5°- adaptori vietné nukleotidi ze specifického

restrikéniho mista,

d) pokud nebézi o vhodné matrice pro primery, prodlouzi se
uvedené 5°- a 3’- adaptory pfed svrchu uvedenou vazbou pfidanim
oligonukleotidovych segmentl se stanovenym stalym fetézcem na
odpovidajici 5'- a 3°- zakonéeni, pfiCemz se v pfipadé potfeby z téhoz
divodu prodlouzi odpovidajici konce prodlouzenych restrikénich
fragmentd oligonukieotidovymi segmenty za vzniku restrikénich
fragmentl, prodiouzenych na obou koncich uvedenym konstantnim

retézcem,

e) prodlouzené, popfipadé elongované restrikéni fragmenty
se za hybridizaénich podminek uvedou do reakce s dvéma

oligonukieotidovymi primery,

f) primery zahrnuji fetézce, odpovidajici tymz nukleotidovym
fetézcum, jaké obsahuji 5°- a 3°-zakonéeni prodlouzenych nebo
popfipadé elongovanych restrikénich fragmentl, které jsou
komplementarni k fetézcim, které maji funkci matricovych Fetézcd
pro uvedené primery, pfi¢emz primery selektivné obsahuji nukleotidy,
komplementarni k nukle'otidilm, GCastnicim se tvorby mista plsobeni

specifické restrikéni-endonukleazy v fetézci matrice,

g elongované restrikéni fragmenty, hybridizované
uvedenymi primery se amplifikuji PCR nebo podobnymi postupy. v
pritomnosti pozadovanych nukleotidi a polymerazy za dalsi elongace
hybridizovanych primer( podél restrikénich fragmentl vychozi DNA, s
niz primery na pocatku hybridizovaly po celé své délce, nadez se

h) identifikuji nebo izoluji vysledné restrikéni fragmenty.

Ve specifickém provedeni tohoto postupu odpovida
terminalni nukleotid alespon jednoho z uvedenych primerd ve sméru
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elongace poslednimu nukleotidu mista pusobeni restrikéni
endonukledzy, postup zahrnuje identifikaci a izolaci restrikénich
fragmentl vychozi DNA, které byly amplifikovany.

V dalSim specifickém provedeni tohoto postupu zahrnuje
alespori jeden z uvedenych primer( fetézec uréitého poctu nukleotidd
(jeden nebo nékolik nukleotid(), ktery zasahuje za posledni nukieotid,
Gcastnici se tvorby mista pusobeni specifické endonukleazy ve sméru
své viastni elongace v rozsahu odpovidajicich restrikénich fragmentu

v pribéhu amplifikaéniho stupné.

Ve specifickém provedeni uvedeného postupu obsahuje
vazny fetézec s dvojitym fetézcem nukleotidd nékolik mist pusobeni
specifickych restrikénich endonukleaz, které se navzajem od sebe
li§i, postup spociva v opakovani stupil svrchu uvedeného postupu
pfi pouziti téZze vychozi DNA, avsSak pfi pouziti jiné restrikéni
endonukleazy a pfi pouziti primeru, jejichz nukleotidovy retézec je
definovan stejnym zplGsobem jako svrchu, av§ak je specificky pro tuto
odliSnou pouzitou restrikéni endonukleazu.

Svrchu popsany postup je vhodny pro pouziti k identifikaci
polymorfismu uréitych DNA, pochazejicich z téhoz ZivociSného druhu
napfiklad maGze jit o DNA genomu mikroorganismu, rostliny nebo
sivodicha véetnd lidi nebo muze také jit o fragmenty této DNA. K
témuz acelu je mozno vyuzit i oligonukleotidy podle vynalezu.
Postupuje se tak, Ze se zkoumana DNA podrobi zpusobu podle
vynalezu nebo se uvede do styku s oligonukleotidem podie vynalezu
za podminek, pfi nichz mGZe dochazet k amplifikaci nebo k elongaéni
reakci, mapy ziskanych restrikénich mist se srovnavaji po kazdou
jednotlivou DNA a popfipadé se lokalizuje misto, v némz dochazi k
polymorfismu podle rozdilt, pozorovanych mezi velikosti restrikénich
fragmentu, které byly ziskany z riznych DNA.

Vynalez se rovnéz tyka fragmentované DNA, jejiz ruzné
fragmenty obsahuji retézce, které vSechny odpovidaji pocateénim
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Stépnym produktim nefragmentované vychozi DNA, z niz byly
ziskany pusobenim téz specifické endonukleazy, pficemz vSechny
fragmenty byly prodlouzeny na svych 5°- a 3°- zakoncenich pfi pouziti
pfislusnych 3°- a 5°- adaptord, odpovidajicich roz§tépené &asti téhoz
vychoziho vazného retézce DNA, ktery na zacatku obsahoval jediné
misto plusobeni uvedené specifické endonukledzy, popfipadé
prodlouzené predem uréenymi stalymi fetézci. Fragmentovana DNA
muzZe mit formu skupiny putujicich pasd na vhodném nosiéi, napfiklad
gelu, v néms byly fragmenty na zacatku uvedeny do pohybu
pusobenim elektrického pole.

Fragmentovand DNA mulze také obsahovat koncové ¢&asti
véetné nukleotidd, charakterizovanych néasledujicim slozenim,
pocinaje od 5°- zakonéeni:

i) nukleotidovy fetézec (konstantni retézec) alespon 10 bazi,
av8ak ne vice nez 30 bazi , komplementarni k uréenému fetézci DNA,

ktery je uzit jako adaptor, okamzité nasledovany:

ii) nukleotidovym fetézcem, komplementarnim k mistu
pusobeni specifické restrikéni endonukledzy, pouZité ve stupni a),
priCemz fetézec tohoto mista ani jeho cast nejsou obsaZeny v fetézci

i), okamzité nasledovany

iii) nukleotidovym fetézcem s obsahem alespori jednoho
nukleotidu, avsak méné nez 10 nukleotidl, s délkou napfiklad 1 az 5

nukleotidd. -

Vyndlez se rovnéz tyka sestavy pro fragmentaci DNA pfi
pouziti alespon jedné restrikéni endonukleazy s naslednou analyzou

ziskanych fragmentu, sestava obsahuje:
- specifickou restrikéni endonukleazu,

- oligonukieotidovy vazny fetézec s dvojitym retézcem DNA,
ktery sam o sobé obsahuje ve svém nukieotidovém fetézci jediné

' misto pulsobeni uvedené specifické restrikéni endonukleazy pro
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roz§tépeni na odpovidajici 5°- a 3°- adaptory, pfiCemz uvedeny vazny
fetézec s obsahem DNA s dvojitym fetézcem ma dostatecnou velikost
pro vznik 5°- a 3°- casti, které mohou slouzit jako matrice pro

PCR-primery v této sestavé,

- PCR primery, obsahujici tytéz sekvence jako fetézce 5'- a
3°- adaptord, komplementarni k Fetézcum, pouZitym jako matrice pro
uvedené primery, prficemz primery dale obsahuji nukleotidy,
komplementarni k nukleotidim, které se U(éastni tvorby mista

pusobeni uréené specifické restrikéni endonukleazy v fetézci matrice,

- popfipadé oligonukleotidové segmenty stanovenych
(stalych) fetézcl pro tvorbu mist s dostateénou délkou pro hybridizaci
s uvedenymi primery pro elongaci 5°- zakonceni 5°- adaptoru nebo
3°- zakonéeni 3’'- adaptorl nebo obou zakonéeni pfed roz§tépenim
vazného fetézce pusobenim specifické restrikéni endonukledzy za
vzniku 5°- a 3°- adaptori nebo pro elongaci prodiouzenych
fragmentd, ziskanych po vazbé 5°- a 3°- adaptordi na konce fragmentu
vychozi DNA, '

- popfipadé fragmentovanou DNA, odpovidajici uréené DNA,
jejiz fragmentace je sledovana, priéemZz fragmenty uvedeného
standardu DNA byly ziskdny rozsStépenim této DNA pfi pouziti
uvedené specifické restrikéni endonukleazy.

Ve zvlastnim provedeni této sestavy maji oligonukleotidové
segmenty pro elongaci 5°- a 3°- adaptoru nebo pro 5- a 3'-
zakondéeni prodlouzenych fragmentl DNA identické fetézce.

V dalSim specifickém provedeni obsahuje vazny fetézec
sestavy nékolik mist plisobeni specifické endonukledzy, od sebe
navzajem odlisSnych a sestava dale obsahuje primery, odpovidajici 3°-
a 5°- adaptorum, vytvofenym rozstépenim vazného Tretézce
uvedenymi specifickymi endonukleazami, p.‘Fiéemi primery odpovidaji
typu, ktery je uveden v naroku 8, pokud'jde o 3°- a 5°- adaptory,
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vznikajici v tomto vazném fetézci rozStépenim kazdou z uvedenych

specifickych endonukleaz.

V dal§im zvlastnim provedeni mize sestava obsahovat
fragmentované standardy DNA, odpovidajici specifickym restrikénim
endonukleazam pfi€emz urlity standard odpovida vzdy urcité

specifické restrikéni endonukleaze.

Zastupuje :
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1. Zpusob Fizené amplifikace alespon c¢asti vychozi DNA,
obsahujici vétsi pocet restrikénich mist pro alespon jednu stanovenou
specifickou restrikéni endonukleazu, pficemz alespon cast retézce
nukleové kyseliny je neznama,vyznadéujici se tim,ze se

a) vychozi DNA rozstépi uvedenou specifickou restrikéni
endonukledzou nebo endonukleazami za vzniku odpovidajici Fady
restrikénich f'ragmentﬁ,

b) restrikéni fragmenty, ziskané z vychozi DNA se navazi na
alesponn jeden syntheticky oligonukleotid s dvojitym Fetézcem
(oznacovany jako adaptor) s jednim koncem, kompatibilnim pro vazbu
na jeden nebo oba konce restrikénich fragmenti za vzniku
prodlouzenych restrikénich fragmentl vychozi DNA,

c) prodlouzené restrikéni fragmenty se za hybridizaénich podminek
uvedou do styku s alespon jednim oligonukleotidovym primerem,

d) uvedené primery zahrnuji Ffetézce se stenou sekvenci
nukleotidli jako terminalrii Casti fetézce na koncich prodlouZenych
restrikénich fragmentl véetné nukleotid(, Géastnicich se tvorby mista
pasobeni stanovené specifické restrikéni endonukledzy a vdéetné
alespon c¢asti nukleotidd v navazaném adaptoru, pficemz alespon
jeden z uvedenych primeru obsahuje na svém 3°-konci zvoleny
fetézec s obsahem uréeného poftu (jeden nebo nékolik) nukleotid(,
uloZzenych bezprostf'édné za poslednim nukleotidem, Gcastnicim se
tvorby mistg pro specifickou restrikéni endonukleazu,

e) prodlouzené restrikéni fragmenty hybridizované na
uvedené primery se amplifikuji pomoci PCR nebo podobné techniky v
pfitomnosti poZzadovanych nukleotidi a DNA-polymerazy nebo se
uskuteéni elongace hybridizovanych primerd podél prodiouzenych
restrikénich fragmentu vychozi DNA s niZ uvedené primery z poéatku
hybridizovaly v celé své délce a

f) amplifikované nebo elongované fragmenty DNA, ziskané ve
stupni e) se identifikuji nebo izoluji.
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2. Oligonukleotid, obsahujici na jedné strané sekvenci 10 az 20
nukleotidd, odpovidajicich opakujicimu se fetézci, existujicimu ve
vychozi DNA nebo ulozenému do vychozi DNA, ziskatelnou ve stupni
a) a b) naroku 1 a na druhé strané na svém 3°-konci zvoleny pocet
pridatnych nukleotidid (jeden nebo nékolik), nevyskytujici se v

opakovaném fetézci.

3. Pouziti zpusobu podle naroku 1 nebo oligonukleotidu podle
naroku 2 jako selektivniho primeru pro elongaci nebo amplifikaci
vychozi DNA,

4. Pouziti zplisobu podle naroku 1 nebo oligonukieotidu podle
naroku 2 pro identifikaci polymorfismu DNA, pochazejici z téhoz
druhu, napriklad DNA genomu mikroorganismu, rostliny nebo
zivocicha vcetné Clovéka nebo fragmentu této DNA, a to mezi sebou
nebo ve srovnani s uréenym standardem DNA,vyznacdujici s
etim, Ze se studovana DNA zpracovava zpusobem podle naroku 1
nebo se uvede do styku s oligonukleotidem podle naroku 2 za
podminek, pfi nichz muzZe dojit k amplifikaci nebo elongaci a
srovnavaji se restrikéni mapy, ziskané z kazdé DNA a popfipadé ze
standardni DNA a popfipadé se lokalizuje polymorfismus DNA na
zakladé rozdill mezi prodlouzenymi restrikénimi fragmenty rdznych
DNA.
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5. Sestava pro fragmentaci uréené DNA pfi pouziti jedné nebo
vét§iho poctu specifickych restrikénich endonukledz na fragmenty a
analyzu téchto fragmentl, vyznacujici se tim, Ze obsahuje
- specifickou restrikéni endonukleazu nebo endonukleazy,

- alesponn jeden synteticky oligonukleotid s dvojitym fetézcem
(uvadény jako adaptor) s jednim koncem, kompatibilnim pro vazbu na
jeden nebo oba konce restrikéniho fragmentu za vzniku
prodlouzenych restrikénich fragmentt vychozi DNA,

-oligonukledtid podle naroku 2, obsahujici na jedné strané sekvenci
10 az 20 nukleotidl, pficemz uvedené primery zahrnuji fetézce se
stejnou sekvenci nukleotidd jako terminaini casti fetézcd na koncich
prodlouzenych restrikénich fragmentt véetné nukleotidl, Gcastnicich
se tvorby mist pro uréenou specifickou restrikéni endonukieazu a
alespon cast nukleotidl, pfitomnych v navazanych adaptorech,
alespon jeden z uvedenych primeri ma na svém 3°-konci vybrany
fetézec nukleotidi s uréenym poétem (jeden nebo nékolik)
nukleotidt, uloZzenych bezprostfedné za poslednim nukleotidem,
tvoficim misto pusobéni specifické endonukleadzy, na  svém
3’-zakonéeni, zvoleny pocet pfidatnych nukleotidd (jeden nebo
nékolik).

6. Zpusob podle naroku 1, vyznadujici se tim,ze
uvedené 3°- a 5°- adaptory a popfipadé konstantni retézce maji délku
v rozmezi 10 aZ 30 nukleotidd, napfikiad 12 aZ 20 nukleotidu.

7. Zpusob podle ndroku 1, vyznadujici se tim, ze
vychozi DNA, ktera ma byt fragmentovana je DNA genomu z lidského
nebo zivoéiSného biolégického vzorku, zejména ze tkané nebo z krve, -
nebo z c¢asti rostliny, zejména 2z rostlinné tkané nebo =z
mikroorganismu.
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8. Pouziti zpUsobu podle naroku 4, popfipadé v kombinaci se
zpUsobem podle naroku 6 nebo 7 pro identifikaci polymorfismu DNA,
spojeného s geneticky podminénym onemocnénim u clovéka,
polymorfismu DNA, spojeného se stanovenymi vlastnostmi u
zivoéichu  nebo s agronomickymi vilastnostmi u rostlin a pro
identifikaci znaceni, vyvinutého na bazi tohoto polymorfismu DNA.

9. Diagnosticka sestava podle naroku 5 pro genetickou analyzu,

napfiklad pro kriminalistické Géely u lidi.

10. Sestava podie néaroku 5 pro detekci dédi€nosti urenych

vlastnosti u Zivocichl nebo agronomickych viastnosti u rostlin.

11. Pouziti zpisobu podle naroku 1 nebo oligonukieotidu podle
naroku 2 pro detekci podobnosti mezi varietami rostlin a Zivocichy,
mezi jejich celedémi, kultivary, mezi mikroorganismy nebo pro
vyhodnoceni genetické vzdalenosti a pro charakterizaci variet, celedi,

kultivard rostlin nebo Zivocichl a mikroorganismu.

Zastupuje :
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SRFA

Ety?r 1linii rajdat pfi pouZiti PstI a Msel jako

rastrikénich enzymi
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SRFA bakteriilni DNA pfi pouZiti Apal a Taql jako
restrikdnich enzyma
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SRFA DNA Zivolichd p#i pouZiti SSE83971 a Msel jako
restrik&nich enzymi
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