Detekce Leidenské mutace

MOLEKULARNI BIOLOGIE

3. Restrikeni stépeni, elektroforéza
+ interpretace vysledku



Restrikcni endonukleasy (restriktasy)

bakterialni enzymy stépici cizorodou dsDNA na kratsi useky —

restrikcni fragmenty

biologicky vyznam: ochrana bakterii pred cizi DNA (bakteriofagy, plazmidy)
— vlastni DNA je chranéna metylaci v restrikcnim misté

rozpoznavaji specifické sekvence (restrikcni mista) v DNA a DNA
Vv nich stépi

restrikcni mista — dlouha asi 4-8 nukleotidu, ¢asto maji charakter
palindromu (obracenych repetic)

oznacovani: EcoRI «— poFaSové@tAATTC-?)

\ 3’- CTTAAG-5’
podle rodového, respektive

druhového jména organismu, oznaceni kmene
ze kterého restriktasa pochazi,
napt. Escherichia coli



Palindrom

- je jakdkoliv sekvence symbolu - slovo, véta, Cislo, sekvence DNA,
kterou Ize Cist zprava doleva nebo zleva doprava a ma vzdy stejny vyznam

nezarazen, Anna, Kuna nese nanuk, ...

Palindrom v genetice
— sekvence NK (DNA nebo RNA), ktera je stejna pokud se Cte
od 5’konce k 3 konci jednoho vlakna a od 5’k 3 konci na komplementarnim vlakné

5-GAATTC-3
3-CTTAAG-5



endonukleazy
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- Stépi fosfodiesterovou vazbu od 3°'nebo 5 'konce (exo)



e znamo asi 3000 restriktaz, asi 600 komercné dostupnych
e Podle aktivity:
l.typu - vyzaduji ATP pro stépeni

bifunkcni enzymy spojujici methylaci a stépeni

stépi daleko od rozpoznavaného mista

Il. typu - nejcastéji vyuzivané v genovém inzenyrstvi
~ nevyzaduji ATP pro Stépeni
- Stépi primo v restrikcnim misté nebo v jeho bezprostredni blizkosti
~ frekvence Stépeni zavisi na délce rozeznavané sekvence = 4"

lll. typu - rozpoznavaji dveé nepalindromické sekvence v inverzni orientaci
-~ Stépi 20 — 30 bazi za rozpoznavacim mistem

V. typu - stépi modifikovanou DNA napr. methylovanou



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

2 NEBcutter V2.0
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This tool will take a DNA sequence and find the large, non-overlapping open reading frames using the E.coli genetic code and the sites for all Tvpe Il and commercially available Type
111 restriction enzymes that cut the sequence just once. By default, only enzymes available from NEB are used. but other sets may be chosen. Just enter your sequence and "submat".
Further options will appear with the output. The maximum size of the input file is 1 MByte, and the maximum sequence length is 300 KBases.

What's new in V2.0 Citing NEBecutter

Local sequence file: Prochézet.. | Standard sequences:
GenBank number: l:l [Browse GenBank] #Plasmid vectors v
or paste in your DNA sequence: (plaim or FASTA formar) # Viral + phage v

(®) NEB enzymes .
) All commercially available specificities

All specificities g
All + defined oligonucleotide sequences =LEE0

Linear

The sequence is: Enzymes to use:

L) Circular
(' Only defined oligonucleotide sequences
[define oligos]
Minimum ORF length to display-
Name of sequence: l:l (optional)
Earlier projects:
Note.: Your earlier projects will be deleted 2 days after they were last accessed.
You need to have cookies enabled in yowr browser for this feature to work.

[ Disable NEBcutter cookies




Stépeni DNA restrikéni endonukleazou

EcoRI Ahalll

iy

LEPIVE = KOHEZNI KONCE

TUPE KONCE

—> nastroj ke stépeni a skladani
fragmenti DNA do novych celkt

* RE nerozlisuji puvod DNA jen svoji specifickou sekvenci
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Stépeni DNA restrikéni endonukleazou EcoRI

GAATTC




ROZPOZNAVANA SEKVENCE. Rozpoznavana sekvence restrikénich enzymi je nejéastéji palindromickou
sekvenci, tzn. takovou sekvenci, kiera je stejna, kdyZz se &te stejné zepiedu jako zezadu. Pfiemz rozliSujeme

zrcadlovy palindrom, kdy se sekvence &te timto zplsobem vramci jednoho
fetézce (napf. CTAATC) nebo invertovany palindrom, kdy se takto ¢te sekvence
vramci obou komplementarnich fetézcl (napf. GAATTC, komplementarni
sekvence je CTTAAG).

Palindromickd sckvenee je sckvence, krerd jeo
ve sméru 3-3" @ horniho Fetfzee stejnd jake sehvence
ve smiru 523" 2 dolndho Ferdoce

TYPY RESTRIKTAZ. V souéasné dobé je znamo asi 3000 restriktaz, z toho asi
600 je komercné dostupnych. Podle aktivity rozliSujeme restriktazy na tfi typy, |, Il
alll.

5’-GAATTC-3’

3’-CTTAAG-5’

Restriktazy typu l. Rozpoznavaci misto je tvofeno ze dvou sekvenci, jedna z téchto sekvenci je dlouha 3 - 4
nukleotidl a druha je dlouha 4 — 5 nukleotidd, pfiéemZ mezi obéma sekvencemi je vzdalenost 6 — 8 nukleotidl. Tyto
enzymy funguiji jako tfi rizné jednotky. Jedna jednotka je zodpovédna za rozliSeni rozpoznavaci sekvence a vazbu
na DNA, druha ma metyltrasferazovou aktivitu, tj. zajistuje metylaci hostitelské DNA, a tfeti jednotka zajistuje stépeni
DNA. Ke stépeni DNA dochazi v misté, které je nejmeéné 1000 bazi vzdalené od rozpoznavaci sekvence. Pro svou

aktivitu tyto restriktazy vyZaduji S-adenosyl metionin, ATP a Mg®* ionty.

Restriktazy typu Il. Klasicka restriktaza typu Il je tvofena jednou jednotkou (je tedy homodimerem), rozpoznava
palindromickou sekvenci dlouhou 4 — 8 bazi a tuto sekvenci i §tépi. Jedna se o nejCastéji vyuzivany typ restriktaz

v genovém inZenyrstvi.



Vyuziti restrikcnich endonukleas

fragmentaci DNA

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
STRP (Short Tandem Repeat Polymorphism)

pri molekularnim klonovani fragmentu DNA do

vektoru ¢i spojovani dvou fragmentu
DNA dohromady



Vyuziti restrikCnich endonukleas

e k fragmentaci DNA
 DNA fingerprinting
— RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
— PCR-RFLP = AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism)
— STRP (Short Tandem Repeat Polymorphism)
* pri molekularnim klonovani fragmentu DNA do

vektoru ¢i spojovani dvou fragmentu
DNA dohromady
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Rekombinace DNA
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Transfer of the Insulin gene

Eestriction

camme R
GATC / A

plasmid @ _\_’

Cloning the Insulin Gene
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Recombinant
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Transfection

rsulin irsuln

Transfer and cloning of the Insulin gene




Mirror Plane

I
5" CTAGCCT|ITCCGATC3'

3" GATCGGAIAGGCTAGS'

A Palindrome

When read in the 5'—=3'
direction, the sequence on the
“top” strand is identical to that
of the “bottom“strand .




PRODUCT INFORMATION
Thermo Scientific

FastDigest|MnlI

#FD1074 50 pL (for 50 rxns)
Lot: Expiry Date:

Moraxella nonliquefaciens

1 mL of 10X FastDigest Buffer
1 mL of 10X FastDigest Green Buffer

Supplied with:

Store at -20°C

P37 1w (O [L0]

BSA included
www. thermoscientific.com/onebio

Description

Thermo Scientific FastDigest enzymes are an advanced
line of restriction enzymes for rapid DNA digestion. All
FastDigest™ enzymes are 100% active in the universal
FastDigest apa-astQigest Green buffers and are able to
digest DNﬁnutes. This enables any combination of
restriction enzymes to work simultaneously in one reaction
tube and eliminates the need for sequential digestions.
FastDigest enzymes can be used to digest plasmid, genomic
and viral DNA as well as PCR products and do not show star
activity even in prolonged incubations.
Enzymes used in common downstream applications such as
ligation, blunting and dephosphorylation reactions also have
100% activity in FastDigest and FastDigest Green Buffer.
FastDigest Green Buffer includes a density reagent along
with blue and yellow tracking dyes that allow for direct
loading of the reaction mixtures on a gel.
The blue dye of the FastDigest Green Buffer migrates with
3-5 kb DNA fragments in a 1% agarose gel and has an
excitation peak at 424 nm.
The yellow dye of the FastDigest Green Buffer migrates faster
than 10 bp DNA fragments in a 1% agarose gel and has an
excitation peak at 615 nm.
For applications that require analysis by fluorescence
excitation FastDigest Buffer is recommended, as the dyes of
the FastDigest Green Buffer may interfere with some
fluorescence measurements.

Rev.9




Mnl |
Moraxella non liquefaciens

- atypicky RE (restrikéni enzym)
- rozpoznava tuto sekvenci (asymetrické misto — neni palindromem):

5. C T C (N)-,l.3
7.6 G A G (N)gr...5

—> jednonukleotidovy presah

- enzym je dodavan ve FastDigest Green pufru

obsahuje: modré barvivo (xylenova modr)
—rychlost migrace v 1 % agarosovém gelu - 3-5 kb DNA
+
—rychlost 10 bp DNA



Contact system Antithrombin Cell surface

Xl — Xlla “heparin”
HMWK \
K Xla Tissue factor /
Vil J

Xa
- -'-.;29

. | ——~ degr. Fibrin monomer
Protein C ‘
Protein S
Fibrin polymer
+ thrombin * Xila

Cross-linked fibrin



Stanoveni Leidenské mutace

, viv s s v ;)
(zamena G = A = stepné misto pro restrikéni enzym Mnl | chybi

= usek DNA zustava vcelku
\_ _J

1. PCR useku DNA kde nastava mutace a okoli v rozsahu 288 bp
2. stépeni PCR produktu restrikcnim enzymem

3. elektroforesa vystépenych produktt



alela normalni
GGTGCAGCACACCAACATGACACATGTATACATATGTAACAAACCT GCACGT TGTGCACA
TGTACCCTAGAACTTAAAGTATAATTTAAAAAAAATAAAAATAAAAGAATTCCTTTTGCA
ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGAAATAACT TTGCA
AATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGATCAGAGCAG
TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGT GGAACATCTTAGAGT TTGATGAACCCACAG
AAAAT GAT GCCCAGT GCTTAACAAGACCATACTACAGT GACGT GGACAT CAT GAGAGACA
TCGCCTCTGGGCTAATAGGACTACTTCTAATCT GTAAGAGCAGAT CCCTGGACAGGCGAG
GAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCT TTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT
AGAACATGTTAGGTCTCCTGGCTAAATAAT GGGGCAT TTCCTTCAAGAGAACAGTAATTG
TCAAGTAGTCCTTTTTAGCACCAGTGTGATAACATTTATTCTTTTTTTTTTTTTGTCTTG
TCTATTTTTATCAGTACCATCACT GCCGAAGGCAAGT CTAGAGT GTGATAACATATTTTG

FVL F 5- GGAACAACACCATGATCAGAG CA-3 23 mer
FVL R 5'- TAG CCAGGAGAC CTAACATGT TC -3 23 mer



3}

Forward primer 5




alela normalni
GGTGCAGCACACCAACATGACACATGTATACATATGTAACAAACCT GCACGT TGTGCACA
TGTACCCTAGAACTTAAAGTATAATTTAAAAAAAATAAAAATAAAAGAATTCCTTTTGCA
ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGAAATAACT TTGCA
AATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCAT GATCAGAGCAG
TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGT GGAACATCTTAGAGT TTGATGAACCCACAG
AAAAT GAT GCCCAGT GCTTAACAAGACCATACTACAGT GACGT GGACAT CAT GAGAGACA
TCGCCTCTGGGCTAATAGGACTACTTCTAATCT GTAAGAGCAGAT CCCTGGACAGGCGAG
GAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCT TTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT
AGAACATGTTAGGTCTCCTGGCTAAATAAT GGGGCAT TTCCTTCAAGAGAACAGTAATTG
TCAAGTAGTCCTTTTTAGCACCAGTGTGATAACATTTATTCTTTTTTTTTTTTTGTCTTG
TCTATTTTTATCAGTACCATCACT GCCGAAGGCAAGT CTAGAGT GTGATAACATATTTTG

délka PCR produktu: 288 bp 5.CC T C (N), b 3
3.6 G A G (N)gtr...5

FVL F 5- GGAACAACACCATGATCAGAG CA-3 23 mer
FVL R 5'- TAG CCAGGAGAC CTAACATGT TC -3 23 mer



alela normalni
GGTGCAGCACACCAACATGACACATGTATACATATGTAACAAACCTGCACGT TGTGCACA
TGTACCCTAGAACTTAAAGTATAATTTAAAAAAAATAAAAATAAAAGAATTCCTTTTGCA
ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGAAATAACTTTGCA
AATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGATCAGAGCAG
TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGT GGAACATCTTAGAGT TTGATGAACCCACAG
AAAATGAT GCCCAClT GCTTAACAAGACCATACTACAGT GACGT GGACATCATGAGAGACA
TCG-TGGGCTAATAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAGATCCCTquACAGGC-
BAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT
AGAACATGTTAGGTCTCCTGGCTAAATAATGGGGCATTTCCTTCAAGAGAACAGTAATTG
TCAAGTAGTCCTTTTTAGCACCAGTGTGATAACATTTATTCTTTTTTTTTTTTTGICTTG
TCTATTTTTATCAGTACCATCACT GCCGAAGGCAAGT CTAGAGT GTGATAACATATTTTG

délka PCR produktu: 288 bp 5.C C T C (N), 4.3
wild type: 158 bp 37 bp 93 bp .G CAGC (Nas
FVL F 5- GGAACAACACCATGATCAGAG CA-Z 23 mer

FVL R 5'- TAG CCAGGAGAC CTAACATGT TC -3 23 mer



alela Leiden
GGT GCAGCACACCAACATGACACATGTATACATATGTAACAAACCT GCACGT TGT GCACA
TGTACCCTAGAACTTAAAGTATAATTTAAAAAAAATAAAAATAAAAGAATTCCTTTTGCA
ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGAAATAACTTTGCA
AATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGAT CAGAGCAG
TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGT GGAACATCTTAGAGT TTGATGAACCCACAG
AAAATGATGCCCA?EGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA
TCABEBRE T GGGCT AATAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAGAT CCCT GGACAGGOANE
BAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT
AGAACATGTTAGGTCTCCTGGCTAAATAATGGGGCATTTCCTTCAAGAGAACAGTAATTG
TCAAGTAGTCCTTTTTAGCACCAGTGTGATAACATTTATTCTTTTTTTTTTTTTGICTTG
TCTATTTTTATCAGTACCATCACT GCCGAAGGCAAGT CTAGAGTGTGATAACATATTTTG

délka PCR produktu: 288 bp 5.C C T C (N), 4.3
wild type: 158 bp 130 bp -GG A G (Mer-s
FVL F 5- GGAACAACACCATGATCAGAG CA-Z 23 mer

FVL R 5'- TAG CCAGGAGAC CTAACATGT TC -3 23 mer



alela Leiden

TGTACCCTAGAACTTARAGTATAATTTARAALAAAARTARARRRATARARACGARATTCCTTTTGCA
ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGAAATAACTTTGCA
AATGARAARACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAG

TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGT GGAACATCTTAGAGT TTGATGAACCCACAG
AARATGATGCCCAGTGCTTAACARAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA
TEE-TGGGETE*ATAGGEC TACTTCTAATCTGTAAGAGCAGATCCCTGGACAGGCE
BAATACAGETATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGARATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT

BALATAATGEGGGCATTTCCTTCAAGAGRAACAGTAATTG
TCAAGTAGTCCTTTTTAGCACCAGTGTGATAACATTTATTCTTTTTTTTTTTTTGTCT TG
TCTATTTTTATCAGTACCATCACTGCCGAAGGCAAGTCTAGAGTGTGATAACATATTT TG

Leiden: 158 bp 130 bp

CTG GAC AGG CGA GGA ATA CAG AGG GCA
Leu-Asp-Arg-Arg-Gly-Ile-Gln-Arg-Ala

LDERGIQRA

CTG GAC AGG CAA GGA ATA CAG AGG GCA
Leu-Asp-Arg-Gln-Gly-Ile-Gln-Arg-Ala



Detekce Faktor V Leiden

ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGAAATAACTTTGCA

AATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGCA—;

TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGAACCCACAG

AAAATGATGCCCAGTGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA

¥

TC(-I'GGGC TAATAGGAC TACTTCTAATCTGTAAGAGCAGATCCCTGGACAGGC-

.AATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT

5. C T C (N)q .3
3..G G A G (N)gt...5

delka PCR
produktu 288 bp




Stanoveni Leidenské mutace pomoci PCR RFLP

158 bp 37 93 bp

ﬂ 5’ alela normalni

restrikéni endonukleasa Mnll

@ 5 alela Leiden






UV transparentni
podlozka gelu

pryzove zaslepky




UV transparentni
podlozka gelu




Elektroforéza - 3 % agarézovy gg«m\_ pufrem |

Agaroza — z morskych ras, linearni polysacharid (D-gal a Liga




DNA marker GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
e smés purifikovanych DNA fragmentd 0’GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder,
. (. (v . ready-to-use
e je dodavan s nanasecim pufrem Loading Dye: oy
bpng/dopg % bp
100bp lndder
i)
|
o 1000 450 9.0
- ann 450 9.0 — 1000
' % Zan 450 90 — 500
= — 700 450 90 — 80
=) — B0 450 9.0 700
3t 500 1150 3.0 600
g — 400 400 &0 i
- bromphenol blue — barva, lepsi orientace na gelu =, — 300 40.0 80
- glycerol — zvysuje hustotu vzorku S — 200 400 80 400
-rychlost migrace na gelu — pfibl. 500 bp L _ 400 400 80
+ k= — 300
E
7 ° Vd v . L=
- modré barvivo (xylenova modfr) - rychlost migrace L
3-5 kb = ~ 200
0.5 padane, 8 cm length o4,
TAE pufr 1% TBE, 5 \icm, 1 -
g
2
g — 400
\ 3 % agarose gel #
0.5 pgfane, 20 cm length gel,
14 TAE, 8 Wem, 3 h




Nanaseni vzorku
na gel




Nanaseni vzorku
na gel




Pripojeni k elektrickému zdroji

Déleni

/
© 7 +

/







Ukonceni elektroforézy
odpojeni od zdroje elektrického napéti,
vyjmuti gelu z elektroforetické vany

Déleni

/
(_ 4 +

7’




Ethidium bromid NH. m

Ethidium
bromide

vy, N

\

Ethidium bromide
stacked between
base pairs







158 bp 37 93 bp

|

5° alela normalni

restrikéni endonukleasa Mnll

r@ 5 alela Leiden
158 bp 130 bp

N\ N

$\\$ V\\’ \,\4&

158 bp I R
130 bp —_—

93 bp - _




Analyza produkti PCR po elektroforese na gelu

300 bp
200 bp

100 bp

100 bp
DNA ladder

PCR produkt

PCR produkt

wt / wt

Leiden / wt

neg. kontrola

288 bp

158 bp
130 bp

93 bp



1. G/A

195 (158+37)
158 bp 2.A /A
130 bp
93 bp 3.G/G
(37 bp)

158 bp, 130 bp, 93 bp, (37 bp) heterozygot
158 bp, 130 bp homozygot s mutovanou alelou
158 bp, 93 bp, (37 bp) homozygot s normalni alelou






Restrikéni Stépeni + elektroforéza + interpretace vysledkii

V tomto praktiku pouZijeme restrikéni endonukleazu Mnll k analyze useku DNA
amplifikovaného PCR metodou v minulém tydnu.
Pracujte v rukavicich (powder-free)!

Restrikéni Stépeni
Dostanete 3 PCR chkumavky ze sady deseti PCE reakei zpracovivanych v minulém tydnu.
V kazdé je 20 pL PCR reakéni smési (doufijme Ze s piisluinym PCR produktem).

= vrorek vasi DNA skumavka oznadend vatimi inicidlami
+  pozitivni kontrola (faktor V Leiden, heterozygot)  zbumavka oznadend "+&"
= negativni kontrola skumavka oznadend "-K"

K provedeni restrikéni analyzy budete potfebovat dvé nové PCR gkumavky. Do jedné pfeneste
pesné 10 pL. PCR produkiu ze zkumavky se zpracovanym veorkem vadi DNA, do drubé ze shumavky
& pozitivad kontrolow. Oenacte nové Fkumavky symbolem "R”, ). "vafe inicialy R", "+ R".

restrikiéni Stépeni

10 pLT T 10 ul
PCR produkty

vzorck  pozit. ncg.
kontrola  kontrola

Celkovy objem reakce restrikéniho 5tépeni bude 20 pL. Zatim mdte ve zkumavkich pfipraveno
presné 10 pL PCR produkni k analyze.

1. Piidejte nasledujici v uvedeném pofadi:

PCE produkt (DMNA) 10ul
voda Tul
10x FastDigest Green Buffer 2nl
FasiDigest enzvm Muall 1l

20 pl

2. Lehee #vortexujie a nasledné dejie krdtce zeentrifugovat.
3. Inkubujte pfi 37 C v bloku termocykleru po dobu 10 min.



Gelova elektroforéza
Pfidejie po 2 pl. nandfeci barvitky do tfech zkumaveilek, kde jsou PCR produkty.

MNa pel se bude nandfet vidy 10 PL, pofadi podle obrizku V jednom gelu je 13 jamek. Kadda
pracovni skupinka obsadi polovinu gelu (6 jamek).

e
w

DA ladder

PCR produkt - vzorek vaii DNA

PCR produbl - pozitivad kontrola (heterozygol)
restrikénd Stépend - vzorek vasl DA

restikéni St&peni - poativid kontrola (heterozygot)

negativni kontrola

nagative control

restrikéni Stépeni - poztivid kontrola (heteroeyvzot)
restrikénd Stépend - vzorek vasi DRNA

PCR produkt - poativid kontrola (heteroeyeod)

PCR produkt - veorek vaii DNA

OOOOOOO O OO O>Bad.d /3

DA ladder
Interpretace vysledki
délka PCR produkiu: 288 bp
restrikini S1épeni: homozygot wild type: 158 bp, 93 bp, 37 bp
faktor ¥ Leiden heterozygot: 158 bp, 130 bp, 93 bp, 37 bp

faktor ¥ Leiden homozygol: 158 bp, 130 bp



