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1. SEKVENAČNÍ ANALÝZA A DETEKCE BODOVÉ MUTACE GENU SOD1 U PSA 

Cíl úlohy 

U plemene Bernský salašnický pes se vyskytuje substituční mutace SOD1:c.52A>T vedoucí k onemocnění degenerativní myelopatie. Toto onemocnění se 

vyskytuje pouze u zvířat, která nesou obě mutované alely (T/T). Cílem této komplexní úlohy je naučit se pracovat s hrubými sekvenačními daty, které jsou 

výstupem amplikonové dideoxy - sekvenace. Proveďte očištění hrubých sekvenačních dat od počátečních a koncových nekvalitních oblastí. Stanovte konsensus 

sekvence při sekvenování od obou primerů. Složte výslednou konsensus sekvenci oblasti s výskytem kauzálního SNP. Ověřte výsledek sekvenace 

s celogenomickými daty bioinformatické databáze NCBI. Identifikujte sekvenační primery v získané sekvenci. Navrhněte  další primerový pár, který bude 

amplifikovat menší oblast lemující kauzální SNP. Ověřte specifičnost nově navržených primerů bioinformatickou analýzou. Proveďte restrikční analýzu s cílem 

identifikovat restrikční endonukleázy s potenciálem odlišit nemutovanou a mutovanou alelickou variantu genu SOD1. Navrhněte finální kodominantní PCR-

RFLP marker schopný jednoznačně odlišit všechny 3 alelické kombinace genu SOD1. 

 

Vstupní data 

 Sekvence ve formátu ABI a FASTA, které jsou přiloženy k této úloze. Sekvence představují vlákna s orientací 5´-3´. 

 

Potřebné bioinformatické nástroje 

 BioEdit 7.2 (https://bioedit.software.informer.com/7.2/) 

 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

 NEBcutter V2.0 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) 

 Primer3 (v. 0.4.0) (https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) 

 Reverse Complement (https://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html) 

 Web BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

  

https://bioedit.software.informer.com/7.2/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
https://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Návod na řešení úlohy 

1. Pomocí programu BioEdit otevřete hrubá sekvenační data. Sekvenace byla provedena u 3 psů s příznaky onemocnění, a to vždy od F i R primeru. 

Z obrázku je patrné, že začátek i konec sekvenace obsahuje nekvalitní píky, které pro analýzu nelze použít. 
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2. Proto je nezbytné každou získanou sekvenci ošetřit tak, aby neobsahovala tato nekvalitní data. Jedná se přibližně o 20 – 30 prvních a posledních 

nukleotidů. Pomoci myši vyznačte kvalitní část sekvence a zkopírujte ji do schránky. 
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3. V nabídce Edit zvolte funkci New from Clipboard. Program automaticky vytvoří nový soubor s kopírovanou sekvencí. 
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4. Sekvenci si pojmenujte, aby z názvu bylo patrné číslo hodnoceného jedince a směr sekvence. Shodným způsobem do tohoto souboru postupně přidejte 

sekvence zbývajících dvou psů. Vytvořený soubor si pojmenujte a uložte ve formátu FASTA do svého počítače. Shodným souborem vytvořte druhý 

soubor, ve kterém se budou nacházet reprezentativní sekvence získané od R primeru. 
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5. Dalším krokem analýzy je porovnání sekvencí 3 jedinců pomocí algoritmu ClustalW Multiple Alignment, který je součástí nabídky Accessory Aplication. 

Před spuštěním tohoto algoritmu je nezbytné myší vybrat všechny 3 porovnávané sekvence. 
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6. Pro vlastní srovnávací analýzu ponechte nastavené všechny implicitně nastavené parametry. 
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7. Rovněž vlastní spuštění analýzy probíhá podle implicitního nastavení. Algoritmus ClustalW aplikujte rovněž i na 3 sekvence získané sekvenací od R 

primeru. Výstupy algoritmu ClustalW uložte do samostatných souborů a pojmenujte je tak, aby bylo patrné, že se jedná o již vzájemně porovnané 

sekvence. 
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8. Pro následující kroky analýzy budeme předpokládat, že 3 hodnocení jedinci nebudou vykazovat žádné SNP v sekvenovaných amplikonech. Jelikož se 

délky reprezentativních sekvencí mohou mezi hodnocenými jedinci mírně lišit, přistoupíme k vytvoření konsensus sekvence. Vyberte 3 reprezentativní 

sekvence (psi 1-3) získané podle F primeru. Označte je a v nabídce Alignment vyberte funkci Create Consensus Sequence. Stejnou operaci proveďte 

rovněž i pro sekvenační data získané podle R primeru. 
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9. Získáte výslednou sekvenci o maximální délce, která vznikla složením 3 vstupních sekvencí jedinců 1 - 3. Předpokládáme, že se tyto vstupní sekvence 

neliší pořadím nukleotidů. Tento předpoklad je však nezbytné ověřit  
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10. Nyní přejmenujte obě konsensus sekvence tak, aby bylo patrné, zdali vznikly na základě sekvenace podle F nebo R primeru. Dalším krokem je vytvoření 

souboru, ve kterém budou pouze tyto dvě konsensus sekvence. Postupujte následovně. Označte si například konsensus sekvenci podle F primeru a 

v nabídce Edit zvolte možnost Copy Sequences to Clipoard (FASTA format). 
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11. Nyní založte nový soubor a to pomocí funkce New from Clipboard. Do nového souboru se nahraje konsesus sekvence od primeru F. Stejným způsobem 

si uložte do schránky ve formátu FASTA konsensus sekvenci vytvořenou podle sekvenace podle primeru R. Pro její vložení použijte funkci Import from 

Clipboard. 
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12. Nyní máte v souboru uloženy obě konsensus sekvence, ze kterých je možné složit sekvenci celého fragmentu genu SOD1. Je potřeba si uvědomit, že 

konsensus sekvence získaná podle F primeru představuje sekvenci vlákna s orientaci 5´-3´. Jedná se v podstatě o vlákno uložené v databázi NCBI. 

Konsensus sekvence podle R primeru je rovněž orientovaná ve směru 5´- 3´, ale představuje sekvenci, která je ke konsesensus sekvenci podle F primeru 

komplementární. 
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13. Proto, aby bylo možné obě konsensus sekvence porovnat a vytvořit finální konsensus sekvenci, je nutné podle konsensus sekvence podle R primeru 

vytvořit sekvenci reverzně komplementární. Pomocí myši vyberte konsensus sekvenci podle R primeru. Vyberte funkce Sequence – Nucleic Acid – 

Reverse Complement. 
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14. V souboru dojde ke změně konsensus sekvence podle R primeru na sekvenci k ní reverzně komplementární. Proveďte přejmenování této sekvence 

tak, aby z názvu bylo patrné, že se jedná o reverzně komplementární sekvenci. 

 

  



- 16 - 
 

15. Nyní je možné obě sekvence porovnat pomocí algoritmů, které byly popsány v předchozí části úlohy (Accessory Application – ClustalW Multiple 

Alignment) a vytvořit finální konsensus sekvenci (Alignment – Create Consensus Sequence). 
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16. Závěrečným krokem skládání sekvenovaných PCR amplikonů je manuální vyhodnocení potenciálně se vyskytujících sekvenčních rozdílů ve skládaných 

konsensus sekvencích. V zadané úloze byla nalezena jedna neshoda. Jedná se o přítomnost T v pozici 503. nukleotidu finální konsensus sekvence dle 

F i R. 
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17. Na základě porovnání vstupních 6 chromatogramů (hrubá sekvenční data) je patrná jejich lepší čitelnost v oblasti 3´konců při sekvenování od F primeru. 

Proto provedeme manuální překontrolování pořadí nukleotidů. Z následujícího obrázku je zřetelné, že sekvence obsahuje skutečně nukleotidy TTT a 

výsledná konsensus sekvence byla složena správně. 
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18. Pokud byla vlastní sekvenace provedena kvalitně, jinými slovy pokud byly koncové špatně čitelné oblasti krátké, je možné ve finální konsensus sekvenci 

identifikovat primery použité pro PCR amplifikaci sekvenovaného fragmentu DNA. Sekvenační primery měly následující sekvenci: 

SEQ F: 5´ GTTTCTGGGCGTTTTAGAGC 3´ 

SEQ R: 5´ AGTGCTGAGTCACCGCGC 3´ 

Pro identifikaci R primeru ve finální consesus sekvenci je nezbytné získat reverzně komplentární sekvenci R primeru například pomocí aplikace Reverse 

Complement (https://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html) 

 

 

Reverse complement SEQ R: 5´ GCGCGGTGACTCAGCACT 3´ 

  

https://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
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19. V programu BioEdit zkopírujte finální konsensus sekvenci ve formátu FASTA do schránky a následně jí vložte do nového souboru programu Word (MS 

Office). Do stejného souboru vložte i sekvence sekvenačních primerů a proveďte manuální vyhledání primerů, respektive jejich částí v získané finální 

konsensus sekvenci. 

 

SEQ F: 5´ GTTTCTGGGCGTTTTAGAGC 3´ 

Reverse complement SEQ R: 5´ GCGCGGTGACTCAGCACT 3´ 

 

 

>Consensus dle F i R 

GTTTTAGAGCCGCTGGGCGGAGGGAGCCGGCGCCGCGGGGCGCGAGGCTCCCCGCGCGGCCCCCGTGGTCCCGCCCCCCGGCCCCTCCTGGCCACTCACGTGCCGACG

CCCCCAGGGGCGCGGGCCGGATGCGCGGGCGGCGATTGGCTGCGGGCTGGGGTGGGCGGGGCGCGGCGCTCCGGCCTATAAGAGCGCGCGGCGCGCCCGCCTCGGTT

TGCGTCGGCGTCTGCTGCGGCGTCCTCCGCTGCCCTCGGACTGCTGCAGCCGTCGGAGCCCGGCCCGGAGCGCGCCCGCCCTCGCGAGTCATGGAGATGAAGGCCGTGT

GCGTGTTGAAGGGCCAGGGCCCGGTGGAGGGCTCCATCCACTTCGTGCAGAAGGCAAGGGCGGGGCGGAGGCCGGCGGCCGGCGGCCGGCGGCGGGGCGGCGCCCG

CGCACCTGTGCCCCGGCGCGGCGTCCGGTCGGGCCTCGGGCGGTCCTCGTCACGCCCCCGCGGCGCCGGGTTTGCGGGTTCGCGCCGCCCGAGGCCTGGACCCCGCGGC

GGGGCGGCGGCCGAGTGCTGAGTCACCGCGC 

 

Z výše uvedené konsensus sekvence podle F i R je patrné, že v ní byly identifikovány pouze části sekvenačních primerů, což bylo způsobeno tím, že do 

analýzy nebyly zahrnuty nekvalitní počáteční a koncové oblasti hrubých sekvenačních dat 
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20. Vzhledem k tomu, že pes domácí je zoologický druh, jehož genom byl opakovaně sekvenován technikami NGS. Je možné správnost sekvenace 

vyhodnotit na základě porovnání námi získané sekvence s údaji mezinárodní biotechnologické databáze NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Při 

vyhledávání zadejte druhové jméno Canis familiaris a vyberte databázi Assembly. 

 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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21. V databázi bude vyhledán aktuální referenční genom (ROS_Cfam_1.0). Jedná se o sekvenci genu psa plemene labradorský retrívr, který nenese námi 

studovaný SNP a představuje tudíž původní nemutovanou (wild) alelu genu SOD1. 
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22. Zvolte funkci BLAST a do vyhledávacího okna zadejte námi získanou finální konsensus sekvenci. Vyberte parametry vyhledávání podle nastavení, které 

je uvedeno na následujícím obrázku. 
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23. Vyhledávací funkce BLAST identifikovala 99,82% sekvenční shodu s oblastí 31. chromozómu 
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24. Po otevření nalezené sekvence se objeví detailní informace o zjištěné sekvenční homologii. Z výsledku je patrné, že oproti referenčnímu genomu bylo 

nalezeno jedno SNP, které přesně odpovídá publikované bodové mutaci zodpovědné za vznik onemocnění degenerativní myelopatie u plemene 

bernský salašnický pes. 
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25. Pomocí vlastní sekvenační analýzy i pomocí srovnání s referenčním genomem psa jsme potvrdili, že máme dostatek přesných sekvenčních dat v oblasti 

kauzální mutace SOD1:c.52A>T, která je u bernského salašnického psa zodpovědná za vznik onemocnění degenerativní myelopatie. Máme tudíž 

k dispozici spolehlivá vstupní data pro navržení diagnostické PCR-RFLP markeru. Rozdíl mezi mutovanou a nemutovanou alelou na úrovni námi získané 

konsensus sekvence je následující: 

 

 

Nemutovná (WILD) alela A 

GTTTTAGAGCCGCTGGGCGGAGGGAGCCGGCGCCGCGGGGCGCGAGGCTCCCCGCGCGGCCCCCGTGGTCCCGCCCCCCGGCCCCTCCTGGCCACTCACGTGCCGACGCCCC

CAGGGGCGCGGGCCGGATGCGCGGGCGGCGATTGGCTGCGGGCTGGGGTGGGCGGGGCGCGGCGCTCCGGCCTATAAGAGCGCGCGGCGCGCCCGCCTCGGTTTGCGTC

GGCGTCTGCTGCGGCGTCCTCCGCTGCCCTCGGACTGCTGCAGCCGTCGGAGCCCGGCCCGGAGCGCGCCCGCCCTCGCGAGTCATGGAGATGAAGGCCGTGTGCGTGTTGA

AGGGCCAGGGCCCGGTGGAGGGCACCATCCACTTCGTGCAGAAGGCAAGGGCGGGGCGGAGGCCGGCGGCCGGCGGCCGGCGGCGGGGCGGCGCCCGCGCACCTGTGCC

CCGGCGCGGCGTCCGGTCGGGCCTCGGGCGGTCCTCGTCACGCCCCCGCGGCGCCGGGTTTGCGGGTTCGCGCCGCCCGAGGCCTGGACCCCGCGGCGGGGCGGCGGCCGA

GTGCTGAGTCACCGCGC 

 

 

Mutovaná (MUT) alela T 

GTTTTAGAGCCGCTGGGCGGAGGGAGCCGGCGCCGCGGGGCGCGAGGCTCCCCGCGCGGCCCCCGTGGTCCCGCCCCCCGGCCCCTCCTGGCCACTCACGTGCCGACGCCCC

CAGGGGCGCGGGCCGGATGCGCGGGCGGCGATTGGCTGCGGGCTGGGGTGGGCGGGGCGCGGCGCTCCGGCCTATAAGAGCGCGCGGCGCGCCCGCCTCGGTTTGCGTC

GGCGTCTGCTGCGGCGTCCTCCGCTGCCCTCGGACTGCTGCAGCCGTCGGAGCCCGGCCCGGAGCGCGCCCGCCCTCGCGAGTCATGGAGATGAAGGCCGTGTGCGTGTTGA

AGGGCCAGGGCCCGGTGGAGGGCTCCATCCACTTCGTGCAGAAGGCAAGGGCGGGGCGGAGGCCGGCGGCCGGCGGCCGGCGGCGGGGCGGCGCCCGCGCACCTGTGCC

CCGGCGCGGCGTCCGGTCGGGCCTCGGGCGGTCCTCGTCACGCCCCCGCGGCGCCGGGTTTGCGGGTTCGCGCCGCCCGAGGCCTGGACCCCGCGGCGGGGCGGCGGCCGA

GTGCTGAGTCACCGCGC 
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26. Pro navržení PCR-RFLP markeru budeme vycházet z hypotézy, že bodová mutace SOD1:c.52A>T způsobí vznik nebo naopak ztrátu palindromu pro 

některou z komerčně dostupných restrikčních endonukleáz, Abychom minimalizovali riziko, že k restrikčnímu štěpení bude docházet i v jiném místě, 

než je SOD1:c.52A>T, je nezbytné navrhnout primerový pár, který bude nasedat blízko kauzálního SNP a bude poskytovat produkt o velikosti 170 – 

200 bp. V získané konsensus sekvenci si žlutě vyznačíme oblast, která by připadala v úvahu jako potenciální PCR amplikon. Oblast je vhodné volit tak, 

aby se SNP nenacházelo přesně v polovině zamýšlené oblasti. 

 

Mutovaná (MUT) alela T 

GTTTTAGAGCCGCTGGGCGGAGGGAGCCGGCGCCGCGGGGCGCGAGGCTCCCCGCGCGGCCCCCGTGGTCCCGCCCCCCGGCCCCTCCTGGCCACTCACGTGCCGACGCCCC

CAGGGGCGCGGGCCGGATGCGCGGGCGGCGATTGGCTGCGGGCTGGGGTGGGCGGGGCGCGGCGCTCCGGCCTATAAGAGCGCGCGGCGCGCCCGCCTCGGTTTGCGTC

GGCGTCTGCTGCGGCGTCCTCCGCTGCCCTCGGACTGCTGCAGCCGTCGGAGCCCGGCCCGGAGCGCGCCCGCCCTCGCGAGTCATGGAGATGAAGGCCGTGTGCGTGTTGA

AGGGCCAGGGCCCGGTGGAGGGCTCCATCCACTTCGTGCAGAAGGCAAGGGCGGGGCGGAGGCCGGCGGCCGGCGGCCGGCGGCGGGGCGGCGCCCGCGCACCTGTGCC

CCGGCGCGGCGTCCGGTCGGGCCTCGGGCGGTCCTCGTCACGCCCCCGCGGCGCCGGGTTTGCGGGTTCGCGCCGCCCGAGGCCTGGACCCCGCGGCGGGGCGGCGGCCGA

GTGCTGAGTCACCGCGC 
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27. Pro navržení specifických primerů použijte program Primer3 (v. 0.4.0) (https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Do vkládacího okna nakopírujte žlutě 

vyznačenou sekvenci z předchozího obrázku. Nastavte parametry, které jsou na nadcházejícím obrázku zvýrazněny červeně. U ostatních parametrů 

ponechejte implicitní nastavení. 

 

  

https://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
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28. Byl navržen primerový pár s předpokládanou velikostí amplifikovaného produktu 179 bp: 

 

SOD1-PCR-RFLP-F: 5´ TCGGTTTGCGTCGGCGTCT 3´ 

SOD1-PCR-RFLP-R: 5´ CCCGCCCTTGCCTTCTGC 3´ 
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29. Vzhledem k tomu, že u psa domácího je dostupná referenční celogenomická sekvence, je možné provést bioinformatické vyhodnocení specificity 

navrženého primerového páru pomocí aplikace Web BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). V této aplikaci zvolte funkci Primer-BLAST. 

 

  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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30. Mezi nejaktuálnější celogenomické sekvence psa domácího patří ROS_Cfam_1.0 referenční 

sekvence. Sekvence jednotlivých chromozómů jsou v databázi NCBI uloženy pod následujícími 

čísly: 

NC_051806.1 
NC_051807.1 
NC_051808.1 
NC_051809.1 
NC_051810.1 
NC_051811.1 
NC_051812.1 
NC_051813.1 
NC_051814.1 
NC_051815.1 
NC_051816.1 
NC_051817.1 
NC_051818.1 
NC_051819.1 
NC_051820.1 
NC_051821.1 
NC_051822.1 
NC_051823.1 
NC_051824.1 
NC_051825.1 
NC_051826.1 
NC_051827.1 
NC_051828.1 
NC_051829.1 
NC_051830.1 
NC_051831.1 
NC_051832.1 
NC_051833.1 
NC_051834.1 
NC_051835.1 
NC_051836.1 
NC_051837.1 
NC_051838.1 
NC_051839.1 
NC_051840.1 
NC_051841.1 
NC_051842.1 
NC_051843.1 
NC_051844.1 
 

Čísla těchto sekvencí použijte při hodnocení specificity primerového páru v následující části úlohy. 
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31. Do vyhledávacího okna (Primer Parameters) vložte sekvence navrženého F a R primeru. Ostatní parametry na této části obrazovky ponechejte 

v původním nastavení. 
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32. Ve spodní části obrazovky zadejte referenční sekvence. Jedná se o parametry označené na následujícím obrázku červenými rámečky. Do okna Enter 

accesion number vložte kopírováním všechna čísla sekvencí referenčních chromozómů uvedená na obrázku u kroku 30. Analýza bude testovat pozice 

primerů vůči celému genomu současně. Zbývající parametry ponechejte v implicitním nastavení. 
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33. Po zadání vše parametrů vlastní analýzu spustíte funkcí Check, která je na následujícím obrázku zvýrazněna červeným rámečkem. 
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34. Funkce Primer-BLAST nyní vyhledá potenciální pozice dvojice primerů v genomu psa na základě parametrů, které byly zadány v předchozích krocích 

analýzy. Jedním z limitujících faktorů byla délka amplikonu 1000 bp. Výsledky hodnocení jsou seřazeny podle specificity nasedání primerového páru a 

podle jednotlivých chromozómů. Z následujícího obrázku je patrné, že dvojice primerů vykazovala 100% homologii pouze v jediném místě na 31. 

chromozómu. Jedná se oblast, kde předpokládáme výskyt kauzální mutace. Rovněž velikost amplikonu 179 bp se plně shoduje s výsledky navrhování 

primerů na základě našich sekvenačních dat. 
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35. Předchozí analýzy potvrdily, že navržený pár primerů lze považovat za specifický. Nyní můžete přistoupit k potvrzení hypotézy, zde existují rozdíly 

v palindromech mezi amplikonem mutované a nemutované alely. V praxi se tato hypotéza testuje ještě dříve, než se provede finální navržení primerů. 

Z didaktického hlediska je tento krok analýzy zařazen až v této fázi, a to z důvodů názornosti a kontinuity procesu navrhování primerů. Pro identifikaci 

restrikčních míst (palindromů) použijte následující sekvence amplikonů nemutované a mutované alely: 

 

PCR amplikon - nemutovaná (WILD) alela A 

GCGCCCGCCTCGGTTTGCGTCGGCGTCTGCTGCGGCGTCCTCCGCTGCCCTCGGACTGCTGCAGCCGTCGGAGCCCGGCCCGGAGCGCGCCCGCCCTCGCGAGTCATGGAGA

TGAAGGCCGTGTGCGTGTTGAAGGGCCAGGGCCCGGTGGAGGGCACCATCCACTTCGTGCAGAAGGCAAGGGCGGGGCGGAG 

 

 

PCR amplikon - mutovaná (MUT) alela T 

GCGCCCGCCTCGGTTTGCGTCGGCGTCTGCTGCGGCGTCCTCCGCTGCCCTCGGACTGCTGCAGCCGTCGGAGCCCGGCCCGGAGCGCGCCCGCCCTCGCGAGTCATGGAGA

TGAAGGCCGTGTGCGTGTTGAAGGGCCAGGGCCCGGTGGAGGGCTCCATCCACTTCGTGCAGAAGGCAAGGGCGGGGCGGAG 

 

Následující kroky analýzy provádějte nejprve pro alelu nemutovanou a stejný algoritmus použijte následně i pro alelu mutovanou. 
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36. Pro detekci restrikčních míst použijte aplikaci NEBcutter V2.0 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/). Zkopírujte sekvenci amplikonu nemutované alely 

z obrázku 35 a vložte ji do patřičného okna. Nastavte červeně označené parametry. Ostatní parametry ponechejte v implicitním nastavení. 

 

  

http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
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37. Analýzu spustíte funkcí Submit, která je patrná na předchozím obrázku. První výstup u nemutované alely je uveden na následujícím obrázku. Jedná se 

o grafické znázornění restrikčních míst na hodnoceném amplikonu. 
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38. Spuštěním funkce 1 cutters, která je na předchozím obrázku znázorněna červeným rámečkem se spustí podrobnější analýza, která vyhodnotí pouze 

ty restrikční enzymy, která mají v rámci daného amplikonu pouze jedno štěpící místo. Tento typ enzymů je použitelný pro PCR-RFLP markery. 
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39. Stejným způsobem proveďte vyhodnocení amplikonu mutované alely. V prvním kroku analýzy získáte následující výsledek. 
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40. Detailní výsledek restrikční analýzy mutované alely je znázorněn na tomto obrázku. 
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41. Dalším krokem restrikční analýzy je porovnání nalezených restrikčních míst u nemutované a mutované alely. Porovnání výše prezentovaných výsledků 

znázorňuje následující obrázek. Enzym, který umožní odlišit obě alely, je zvýrazněn červeným rámečkem. 
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42. Z předchozího obrázku vyplývá, že enzym BanI štěpí pouze nemutovanou alelu (WILD, A) a naopak enzym BaeGI štěpí pouze mutovanou (MUT, T) 

alelu. Byly tak nalezeny dva nezávislé PCR-RFLP markery. Vzhledem k tomu, že enzym BanI je komerčně dostupnější, zaměřte se v následující části 

úlohy na interpretaci výsledků při použití tohoto enzymu. Z předchozího obrázku je patrné, že enzym BanI vytváří lepivé neboli kohezivní konce. U 

následujících genotypů budou vznikat výše uvedené fragmenty: 

Homozygot nesoucí obě nemutované alely (A/A): 158 bp a 21 bp (amplikon je štěpen) 

Homozygot nesoucí obě mutované alely (T/T): 179 bp (amplikon není štěpen) 

Heterozygot nesoucí oba typy alel (A/T):  179 bp a 158bp a 21bp (štěpen je pouze jeden z aplikonů) 

 

Praktická aplikace navrženého kodominantního PCR-RFLP markeru s cílem detekovat alelické kombinace genu SOD1 je znázorněna na následujícím 

obrázku. 

 


