
3. Restrikční štěpení, elektroforéza

+ interpretace výsledků

Detekce Leidenské mutace

MOLEKULÁRNÍ BIOLOGIE 



• bakteriální enzymy štěpící cizorodou dsDNA na kratší úseky →
restrikční fragmenty 

• biologický význam: ochrana bakterií před cizí DNA (bakteriofágy, plazmidy)
→ vlastní DNA je chráněna metylací v restrikčním místě

• rozpoznávají specifické sekvence (restrikční místa) v DNA a DNA 
v nich štěpí

• restrikční místa – dlouhá asi 4-8 nukleotidů, často mají charakter 
palindromů (obrácených repetic)

• označování: EcoRIEcoRI

Restrikční endonukleasy (restriktasy)

podle rodového, respektive
druhového jména organismu,
ze kterého restriktasa pochází,
např. Escherichia coli

pořadové číslo

označení kmene

5´- GAATTC-3´
3´- CTTAAG-5´



Palindrom

- je jakákoliv sekvence symbolů - slovo, věta, číslo, sekvence DNA, 
kterou lze číst zprava doleva nebo zleva doprava a má vždy stejný význam

nezařazen, Anna, Kuna nese nanuk, …

Palindrom v genetice
– sekvence NK (DNA nebo RNA), která je stejná pokud se čte
od 5´konce k 3´konci jednoho vlákna a od 5´k 3´konci na komplementárním vlákně

--------------------→

5´- G A A T T C – 3´
3´- C T T A A G – 5´
←--------------------



x exonukleázy

- štěpí fosfodiesterovou vazbu od 3´nebo 5´konce (exo)

endonukleázy
- štěpí fosfodiesterovou vazbu uvnitř řetězce



• známo asi 3000 restriktáz, asi 600 komerčně dostupných

• Podle aktivity:

I. typu - vyžadují ATP pro štěpení

⁻ bifunkční enzymy spojující methylaci a štěpení 

⁻ štěpí daleko od rozpoznávaného místa

II. typu   - nejčastěji využívané v genovém inženýrství 

⁻ nevyžadují ATP pro štěpení

⁻ štěpí přímo v restrikčním místě nebo v jeho bezprostřední blízkosti

⁻ frekvence štěpení závisí na délce rozeznávané sekvence  ≈ 4n 

III. typu - rozpoznávají dvě nepalindromické sekvence v inverzní orientaci

⁻ štěpí 20 – 30 bází za rozpoznávacím místem

IV. typu  - štěpí modifikovanou DNA např. methylovanou



The Restriction Enzyme Database
http://rebase.neb.com



⇒⇒⇒⇒ nástroj ke štěpení a skládání 
fragmentů DNA do nových celků

• RE nerozlišují původ DNA jen svoji specifickou sekvenci

Štěpení DNA restrikční endonukleázou



Příklad





Štěpení DNA restrikční endonukleázou EcoRI





Využití restrikčních endonukleas

• fragmentaci DNA

• AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

• RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

• STRP (Short Tandem Repeat Polymorphism)

• při molekulárním klonování fragmentu DNA do 
vektoru či spojování dvou fragmentů 
DNA dohromady



Využití restrikčních endonukleas

• k fragmentaci DNA

• DNA fingerprinting

– RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

– PCR-RFLP = AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism)

– STRP (Short Tandem Repeat Polymorphism)

• při molekulárním klonování fragmentu DNA do 
vektoru či spojování dvou fragmentů 
DNA dohromady



restrikční fragmenty

separace pomocí ELFO

RE



Rekombinace DNA

vložení do bakterie →kulFvace → klonu







Moraxella nonliquefaciens



Mnl I

Moraxella non liquefaciens

- atypický RE (restrikční enzym)
- rozpoznává tuto sekvenci (asymetrické místo – není palindromem):

→ jednonukleotidový přesah

- enzym je dodáván ve FastDigest Green pufru 

obsahuje: modré barvivo (xylenová modř)

– rychlost  migrace v 1 % agarosovém gelu - 3-5 kb DNA

+
žluté barvivo – rychlost 10 bp DNA



degr.

degr.

Vztah protein C – hemokoagulační kaskáda



záměna G � A ⇒ štěpné místo pro restrikční enzym Mnl I chybí 

⇒ úsek DNA zůstává vcelku

1. PCR úseku DNA kde nastává mutace a okolí v rozsahu 288 bp

2. štěpení PCR produktu restrikčním  enzymem

3. elektroforesa vyštěpených produktů

Stanovení Leidenské mutace



GGTGCAGCACACCAACATGACACATGTATACATATGTAACAAACCTGCACGTTGTGCACA

TGTACCCTAGAACTTAAAGTATAATTTAAAAAAAATAAAAATAAAAGAATTCCTTTTGCA

ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGAAATAACTTTGCA

AATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGATCAGAGCAG

TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGAACCCACAG

AAAATGATGCCCAGTGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA

TCGCCTCTGGGCTAATAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAGATCCCTGGACAGGCGAG

GAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT

AGAACATGTTAGGTCTCCTGGCTAAATAATGGGGCATTTCCTTCAAGAGAACAGTAATTG

TCAAGTAGTCCTTTTTAGCACCAGTGTGATAACATTTATTCTTTTTTTTTTTTTGTCTTG

TCTATTTTTATCAGTACCATCACTGCCGAAGGCAAGTCTAGAGTGTGATAACATATTTTG

alela normální

FVL F 5’- GGA ACA ACA CCA TGA TCA GAG CA -3’ 23 mer
FVL R 5’- TAG CCA GGA GAC CTA ACA TGT TC -3’ 23 mer





délka PCR produktu: 288 bp

alela normální

FVL F 5’- GGA ACA ACA CCA TGA TCA GAG CA -3’ 23 mer
FVL R 5’- TAG CCA GGA GAC CTA ACA TGT TC -3’ 23 mer

GGTGCAGCACACCAACATGACACATGTATACATATGTAACAAACCTGCACGTTGTGCACA

TGTACCCTAGAACTTAAAGTATAATTTAAAAAAAATAAAAATAAAAGAATTCCTTTTGCA

ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGAAATAACTTTGCA

AATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGATCAGAGCAG

TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGAACCCACAG

AAAATGATGCCCAGTGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA

TCGCCTCTGGGCTAATAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAGATCCCTGGACAGGCGAG

GAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT

AGAACATGTTAGGTCTCCTGGCTAAATAATGGGGCATTTCCTTCAAGAGAACAGTAATTG

TCAAGTAGTCCTTTTTAGCACCAGTGTGATAACATTTATTCTTTTTTTTTTTTTGTCTTG

TCTATTTTTATCAGTACCATCACTGCCGAAGGCAAGTCTAGAGTGTGATAACATATTTTG



délka PCR produktu: 288 bp

alela normální

wild type: 158 bp 37 bp 93 bp

FVL F 5’- GGA ACA ACA CCA TGA TCA GAG CA -3’ 23 mer
FVL R 5’- TAG CCA GGA GAC CTA ACA TGT TC -3’ 23 mer

GGTGCAGCACACCAACATGACACATGTATACATATGTAACAAACCTGCACGTTGTGCACA

TGTACCCTAGAACTTAAAGTATAATTTAAAAAAAATAAAAATAAAAGAATTCCTTTTGCA

ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGAAATAACTTTGCA

AATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGATCAGAGCAG

TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGAACCCACAG

AAAATGATGCCCAGTGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA

TCGCCTCTGGGCTAATAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAGATCCCTGGACAGGCGAG

GAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT

AGAACATGTTAGGTCTCCTGGCTAAATAATGGGGCATTTCCTTCAAGAGAACAGTAATTG

TCAAGTAGTCCTTTTTAGCACCAGTGTGATAACATTTATTCTTTTTTTTTTTTTGTCTTG

TCTATTTTTATCAGTACCATCACTGCCGAAGGCAAGTCTAGAGTGTGATAACATATTTTG



délka PCR produktu: 288 bp

alela Leiden

wild type: 158 bp 130 bp

FVL F 5’- GGA ACA ACA CCA TGA TCA GAG CA -3’ 23 mer
FVL R 5’- TAG CCA GGA GAC CTA ACA TGT TC -3’ 23 mer

GGTGCAGCACACCAACATGACACATGTATACATATGTAACAAACCTGCACGTTGTGCACA

TGTACCCTAGAACTTAAAGTATAATTTAAAAAAAATAAAAATAAAAGAATTCCTTTTGCA

ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGAAATAACTTTGCA

AATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGATCAGAGCAG

TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGAACCCACAG

AAAATGATGCCCAGTGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA

TCGCCTCTGGGCTAATAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAGATCCCTGGACAGGCAAG

GAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT

AGAACATGTTAGGTCTCCTGGCTAAATAATGGGGCATTTCCTTCAAGAGAACAGTAATTG

TCAAGTAGTCCTTTTTAGCACCAGTGTGATAACATTTATTCTTTTTTTTTTTTTGTCTTG

TCTATTTTTATCAGTACCATCACTGCCGAAGGCAAGTCTAGAGTGTGATAACATATTTTG



alela Leiden



Detekce Faktor V Leiden

158 bp
130 bp

93 bp

37 bp

GAACATGTTAGTTAGGTCTCTGGCTA

délka PCR 
produktu   288 bp

R primer

F primer

A



Stanovení Leidenské mutace pomocí PCR RFLP

restrikční endonukleasa MnlI

158 bp

158 bp 130 bp

93 bp37

alela normální

alela Leiden

3´

3´

5´

5´



Agaróza – z mořských řas, lineární polysacharid (D-gal a L-gal)

Elektroforéza – 3 % agarózový gel s TAE pufrem





-

+



Agaróza – z mořských řas, lineární polysacharid (D-gal a L-gal)

Elektroforéza – 3 % agarózový gel s TAE pufrem



• směs purifikovaných DNA fragmentů
• je dodáván s nanášecím pufrem Loading Dye:

- bromphenol blue – barva, lepší orientace na gelu
- glycerol – zvyšuje hustotu vzorku
-rychlost  migrace na gelu – přibl. 500 bp

+

- modré barvivo (xylenová modř) - rychlost migrace
3-5 kb

TAE pufr

3 % agarose gel

DNA marker



Nanášení vzorků
na gel



Nanášení vzorků
na gel



Připojení k elektrickému zdroji

+-

Dělení



+-

Dělení



Ukončení elektroforézy 
odpojení od zdroje elektrického napětí, 

vyjmutí gelu z elektroforetické vany

+-

Dělení



Ethidium bromid





158 bp

130 bp

93 bp

37 bp

restrikční endonukleasa MnlI

158 bp

158 bp 130 bp

93 bp37

alela normální

alela Leiden
3´

5´

5´
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130 bp

Analýza produktů PCR po elektroforese na gelu



158 bp, 130 bp

158 bp

130 bp

93 bp

(37 bp) 1        2        3
3. G/G

1. G/A

2. A /A

158 bp, 93 bp, (37 bp)

158 bp, 130 bp, 93 bp, (37 bp) heterozygot

homozygot s mutovanou alelou

homozygot s normální alelou

195 (158+37)








