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Modifikace PCR používané při 
analýze genomu
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Amplifikace sekvencí klonovaných ve vektorech
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Modifikace konců DNA, 
expression cassete PCR (EC-PCR) 

Připojení sekvencí prostřednictvím 5‘-konců primerů

�� PPřřididáávanvanéé sekvencesekvence
�� RE mRE míístasta
�� PromotoryPromotory
�� TerminTermináátorytory
�� TranslaTranslaččnníí
signsignáályly

„sticky foot“

5‘ 3‘
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Asymetrická PCR
�� PodobnPodobněě jako jinjako jinéé DNA, lze produkty DNA, lze produkty PCR sekvencovat. PCR sekvencovat. 
�� TemplTempláátem pro Sangerovu metodu tem pro Sangerovu metodu jsou jsou ssDNAssDNA. Pro jejich p. Pro jejich přříípravu se pravu se poupoužžíívváá se technika oznase technika označčovanovanáá jako jako asymetrickasymetrickáá PCR, pPCR, přři ni níížž jsou tvojsou tvořřeny eny preferenpreferenččnněě ssDNAssDNA..
�� StandardnStandardníí PCR se zaloPCR se založžíí s ts tíím m rozdrozdíílem, lem, žže výchoze výchozíí koncentrace koncentrace primerprimerůů se lise lišíší faktorem 100 (tj. jeden faktorem 100 (tj. jeden z primerz primerůů je ve 100 x vyje ve 100 x vyššíšší konectracikonectracinenežž druhý). druhý). 
�� DvouDvouřřetetěězcovzcovéé DNA DNA fragemntyfragemnty se se tvotvořříí aažž do doby, nedo doby, nežž se jeden z se jeden z primerprimerůů nevynevyččerperpáá. . 
�� Druhý primer pak dDruhý primer pak dáále syntetizuje le syntetizuje pouze jeden z pouze jeden z řřetetěězczcůů -- i kdyi kdyžž se tento se tento tvotvořříí spspíšíše linee lineáárnrníí nenežž exponenciexponenciáálnlníírychlostrychlostíí, je jeho mno, je jeho množžstvstvíí postapostaččujujííccíípro sekvencovpro sekvencováánníí..

Cycseqpc.exe
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Obrácená PCR 
(I-PCR)
PCR umoPCR umožňžňujujííccííamplifikovat amplifikovat úúseky DNA seky DNA o nezno neznáámméé sekvenci sekvenci ohraniohraniččenenéé na obou na obou stranstranáách DNA se znch DNA se znáámou mou sekvencsekvencíí..
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Využití adaptorů pro PCR amplifikaci 
neznámé sekvence
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Zpětná (reverzní) PCR (RT-PCR) 
detekce sekvencí na RNA

�� RNA nemRNA nemůžůže sloue sloužžit jako it jako templtempláátt pro PCR. pro PCR. 
�� Produkty RTProdukty RT--PCR se tvoPCR se tvořříí, jestli, jestližže je izolovane je izolovanáá RNA nejdRNA nejdřřííve ve ppřřevedena na cDNA pomocevedena na cDNA pomocíí retrovirovretrovirovéé zpzpěětntnéé transkripttranskriptáázy zy 

�� MM--MuLVMuLV = = MoloneyMoloney murinemurine leukemialeukemia virus virus 
�� AMV = AMV = avianavian myeloblastosismyeloblastosis virusvirus
a pota potéé amplifikovamplifikováána pomocna pomocíí PCR se dvPCR se dvěěma specifickými primery. ma specifickými primery. 

�� Nevýhody: ZpNevýhody: Zpěětntnáá transkripttranskriptáázaza je termolabilnje termolabilníí a obvykle nefunka obvykle nefunkččnníínad  42nad  42°°C. NavC. Navííc v nc v něěkterých pkterých přříípadech znemopadech znemožňžňuje puje přřevod RNA na evod RNA na cDNA, zejmcDNA, zejmééna pna přři sloi složžititéé sekundsekundáárnrníí struktustruktuřře RNA.e RNA.
�� SouSouččasnasnáá technika: technika: 

�� TermostabilnTermostabilníí TthTth DNA DNA polymerpolymeráázaza z z ThermusThermus thermophilusthermophilus je je schopnschopnáá ppřřevevéést RNA na DNA (RNA st RNA na DNA (RNA dependentndependentníí DNA DNA polymerpolymeráázovzováá aktivita) za paktivita) za přříítomnosti Mntomnosti Mn2+2+ iontiontůů ppřři 72i 72°°C. C. 
�� PomocPomocíí stejnstejnéého enzymu je potho enzymu je potéé provprováádděěna PCR reakce.na PCR reakce.

�� PouPoužžititíí: : 
�� mRNA mRNA 
�� virovvirovéé genomy (napgenomy (napřř. hepatitis C virus, virus ch. hepatitis C virus, virus chřřipky, ipky, pikornavirypikornaviry))
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Princip RT-PCR
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Návrh primerů pro RT-PCR
�� RTRT--PCR amplifikace mRNA vyPCR amplifikace mRNA vyžžaduje dvojici specifických primeraduje dvojici specifických primerůů. . 
�� Primery mPrimery můžůžeme navrhnout tak, abychom odlieme navrhnout tak, abychom odliššili produkty ili produkty vznikacvznikacíí ppřři i 

RTRT--PCR a pPCR a přři standardni standardníí PCR s genomovou DNA.PCR s genomovou DNA.
�� Dva pDva přříístupy pro nstupy pro náávrh primervrh primerůů::

�� Primery, kterPrimery, kteréé se pse přřipojujipojujíí
k sekvenci 2 exonk sekvenci 2 exonůů na obou na obou 
stranstranáách urch urččititéého intronu. ho intronu. 
AmplifikaAmplifikaččnníí produkt produkt 
z genomovz genomovéé DNA je vDNA je věěttšíší nenežž
produkt RTprodukt RT--PCR.PCR.

�� Primery komplementPrimery komplementáárnrníí
k sekvenci na spojenk sekvenci na spojeníí
exon/exon. Takovexon/exon. Takovéé
primery neamplifikujprimery neamplifikujíí
genomovou DNA.genomovou DNA.
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Uspořádání RT-PCR reakce
�� JednokrokovJednokrokováá RTRT--PCRPCR

�� TthTth DNA DNA polymerpolymeráázaza
�� dvojice primerdvojice primerůů
�� syntsyntééza cDNA za za cDNA za 
ppřříítomnosti Mntomnosti Mn2+2+

�� Výhody:Výhody:
�� rychlostrychlost
�� nenneníí riziko kontaminaceriziko kontaminace
�� vyvyššíšší citlivost (probcitlivost (probííhháá ppřři i 
vyvyššíšší teplotteplotěě))

�� DvoukrokovDvoukrokováá RTRT--PCRPCR
�� PrvnPrvníí krok: zpkrok: zpěětntnáá
transkripttranskriptáázaza + + oligooligo((dTdT))

�� Druhý krok: Taq DNA Druhý krok: Taq DNA 
polymerpolymeráázaza + dvojice + dvojice 
primerprimerůů

�� Výhody:Výhody:
�� umoumožňžňuje optimalizovat uje optimalizovat 
zvlzvlášášťť zpzpěětnou transkripci tnou transkripci 
a zvla zvlášášťť PCRPCR

�� umoumožňžňujujěě syntsyntéézu zu 
dlouhých produktdlouhých produktůů
(a(ažž 14 kb)14 kb)
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DD-PCR, Differential Display-PCR
�� V genomech obratlovcV genomech obratlovcůů existuje cca 100 000 strukturnexistuje cca 100 000 strukturníích gench genůů
�� V jednotlivých tkV jednotlivých tkáánníích je ch je exprimovexprimováánono pouze malpouze maléé procento z nichprocento z nich
�� DDDD--PCR slouPCR sloužžíí pro studium pro studium úúrovnrovněě exprese genexprese genůů

�� v rv růůzných tkzných tkáánnííchch
�� ppřři patologických procesechi patologických procesech

�� Princip:Princip:
�� Vzorek RNA je pVzorek RNA je přřeveden na cDNA pomoceveden na cDNA pomocííRTRT--PCR PCR 

�� s s oligooligo--dTdT primerem, který mprimerem, který máá na na 
33‘‘--konci dvkonci dvěě degenerovandegenerovanéé bbááze:ze:
55’’ TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTMMNN 33’’ , kde, kde
M = A, G nebo C; N = jakýkoli M = A, G nebo C; N = jakýkoli dNTPdNTP))

�� druhý primer je smdruhý primer je směěsný nsný nááhodný 8hodný 8--10mer10mer
tvotvořřený nený nááhodnými sekvencemihodnými sekvencemi

�� Pro odhalenPro odhaleníí co nejvco nejvěěttšíšího poho poččtu mRNA tu mRNA 
mohou být vyumohou být využžity rity růůznznéé sady druhsady druhéého ho 
nnááhodnhodnéého primeruho primeru

�� RTRT--PCR se provPCR se provááddíí s radioaktivns radioaktivněě znaznaččenými enými oligonukleotidyoligonukleotidy
�� RozdRozdíílnlněě exprimovanexprimovanéé mRNA jsou detekovmRNA jsou detekováány na ny na autoradiogramuautoradiogramu
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RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)
�� RychlRychláá amplifikace koncamplifikace koncůů cDNA (RACE) je cDNA (RACE) je 
technika zalotechnika založženenáá na PCR vyvinutna PCR vyvinutáá k usnadnk usnadněěnníí
klonovklonováánníí cDNA o cDNA o úúplnplnéé ddéélce s 5lce s 5´́a 3a 3´́konci potkonci potéé, , 
co byla stanovena co byla stanovena ččáást sekvence cDNA jinými st sekvence cDNA jinými 
metodami. metodami. 

�� SyntSyntééza cDNA z mRNA o za cDNA z mRNA o úúplnplnéé ddéélce nenlce neníí pomocpomocíí
reverznreverzníí transkripce snadntranskripce snadnáá. . 

�� PomocPomocíí RACE se RACE se amplifikujeamplifikuje kratkratšíší úúsek od sek od 
jednoho konce (3jednoho konce (3´́ nebo 5nebo 5´́) a ze st) a ze střřednedníí ččáásti o sti o 
znznáámméé sekvenci.sekvenci.

�� 33´́ RACERACE
�� 55´́ RACERACE
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3´ RACE
�� VyuVyužžíívváá výhody pvýhody přřirozenirozenéého ho polypoly(A) (A) konce na mRNA jako mkonce na mRNA jako míísta pro sta pro zahzaháájenjeníí PCR amplifikace. PCR amplifikace. 
�� PPřři reverzni reverzníí transkripci od 3transkripci od 3´́konce je konce je prvnprvníí řřetetěězec cDNA je zec cDNA je inciovinciováánn u u polypoly(A) pomoc(A) pomocíí oligooligo--dTdT hybridnhybridníího ho kotvkotvííccíího primeru. ho primeru. 

�� 17 17 oligooligo--dTdT zbytkzbytkůů navnaváázaných na zaných na 1717--mermer adaptoradaptor
�� mmáá Tm vyTm vyššíšší nenežž samotný samotný oligooligo(dT17)(dT17)
�� je vhodnje vhodnéé, kdy, kdyžž nese restriknese restrikččnníímmíísta pro nsta pro nááslednslednéé klonovklonováánníí

�� Amplifikace je docAmplifikace je docíílena bez dallena bez dalšíšípurifikace, za vyupurifikace, za využžititíí PCR kotvPCR kotvííccíího ho primeru a uprimeru a užživatelem navrivatelem navržženenéého ho specifickspecifickéého primeru ve vnitho primeru ve vnitřřnníí ččáásti sti mRNA, ktermRNA, kteráá je cje cíílem dallem dalšíší analýzy.analýzy.
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5´ RACE
�� PrvnPrvníí řřetetěězec cDNA je zec cDNA je nasyntetiozovnasyntetiozováánnz celkovz celkovéé polypoly(A) RNA za pou(A) RNA za použžititííprvnprvníího genovho genověě--specifickspecifickéého primeru ho primeru (SP1) pomoc(SP1) pomocíí AMV RT a AMV RT a deoxynukleotidovdeoxynukleotidovééhoho mixu. mixu. 

�� PrvnPrvníí řřetetěězec cDNA je purifikovzec cDNA je purifikováán od n od neinkorporovaných nukleotidneinkorporovaných nukleotidůů a a primeru SP1primeru SP1
�� ReakReakččnníí produkt prvnprodukt prvníí reakce (cDNA) je reakce (cDNA) je pak prodloupak prodloužžen pomocen pomocíí termintermináálnlníítransfertransferáázyzy, kter, kteráá ppřřididáá homopolymernhomopolymernííkonec konec dAdA na 3na 3´́konec cDNAkonec cDNA
�� cDNA s napojeným koncem je pak cDNA s napojeným koncem je pak amplifikovamplifikováána PCR s pouna PCR s použžititíím druhm druhéého ho genovgenověě--specifickspecifickéého primeru SP2, ho primeru SP2, oligooligodTdT--kotvkotvííccíího primeru a Taq polymerho primeru a Taq polymeráázy zy –– stejným syststejným systéémem jako u 3mem jako u 3´́ RACE. RACE. 
�� Pokud je to tPokud je to třřeba, zeba, zíískanskanáá cDNA mcDNA můžůže e být dbýt dáále amplifikovle amplifikováána s pouna s použžititíím druhm druhééPCR s vyuPCR s využžititíím m nestednested (sousedn(sousedníího) ho) primeru SP3 a PCR kotvprimeru SP3 a PCR kotvííccíího primeru.ho primeru.
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Degenerovaná PCR
�� VyuVyužžíívváá pro amplifikaci smpro amplifikaci směěsi degenerovaných primersi degenerovaných primerůů
�� PouPoužžíívváá se, jestlise, jestližže neve nevííme, kterme, kteráá z variant sekvence se mz variant sekvence se můžůže e 

v genomu vyskytovatv genomu vyskytovat
�� KolKolíísavsavéé sekvencesekvence
�� Sekvence pSekvence přředpokledpokláádandanééna zna záákladkladěě zpzpěětntnéétranslace z proteinovtranslace z proteinovééhohomotivumotivu
�� Degenerace je zajiDegenerace je zajiššttěěnanappřři synti syntééze primeru. Nenze primeru. Neníínutnnutnéé objednobjednáávat zvlvat zvlášášťťvvššechny variantyechny varianty

�� PPřřííklady vyuklady využžititíí::
�� VyhledVyhledáánníí sekvence DNA na zsekvence DNA na záákladkladěě sekvence sekvence aaaa stanovenstanovenéé u proteinuu proteinu
�� VyhledVyhledáánníí a klonova klonováánníí homologických genhomologických genůů napnapřř. . ččlovlověěka a myka a myššii
�� HledHledáánníí a studium genových rodin s ura studium genových rodin s urččitou strukturnitou strukturníí podobnostpodobnostíí
�� FylogenetickFylogenetickéé a evolua evoluččnníí studie: hledstudie: hledáánníí a srovna srovnáávváánníí ortolognortolognííchch gengenůů

Trp Asp Thr Ala Gly Gln Glu
5' TGG GAY ACN GCN GGN CAR GA 3'

T   G   G   G   G
C   A   A   A   A

T   T   T
C   C   C

Výsledkem je 256 variant primeru
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Overlap
extension

PCR 
má využití

v mutagenezi



17

Modifikace PCR používané v 
diagnostice

�� PCR metody nabPCR metody nabíízejzejíí nnáásledujsledujííccíí výhody:výhody:
�� rychlostrychlost
�� je potje potřřeba maleba maléé mnomnožžstvstvíí bunbuněěkk
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PCR-RFLP
�� Amplifikace znAmplifikace znáámméé sekvence se dvsekvence se dvěěma ma 

specifickými primeryspecifickými primery
�� CCíílovlováá sekvence (obvykle ursekvence (obvykle urččititéého genu) ho genu) 
o do déélce 1 alce 1 ažž 2 kb je 2 kb je amplifokovamplifokováánana ppřři i 
vysoce vysoce stringentnstringentnííchch podmpodmíínknkáách.ch.

�� Výsledkem amplifikace jsou Výsledkem amplifikace jsou amlikonyamlikony (PCR (PCR 
produkty o stejnprodukty o stejnéé ddéélce) detekovanlce) detekovanéé
elektroforetickyelektroforeticky

�� AmplikonyAmplikony jsou jsou ššttěěpeny restrikpeny restrikččnníí
endonukleendonukleáázou zou se 4 bp rozpoznse 4 bp rozpoznáávacvacíím m 
mmíístem stem a pota potéé opopěět analyzovt analyzováányny pomocpomocíí
elektroforelektroforéézyzy

�� Separace fragmentSeparace fragmentůů DNA v DNA v agaragaróózovzovéémm nebo nebo 
polyakralamidovpolyakralamidovéémm gelu. gelu. 

�� SrovnSrovnáánníí restrikrestrikččnníích fragmentch fragmentůů amplifikovanamplifikovanéé
DNA u rDNA u růůzných vzorkzných vzorkůů..
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PCR-RFLP 
fingerprinting
ilustrovaný na 
příkladu genu 
pro 16S rRNA
(rDNA-RFLP)
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Prenatální diagnóza 
hemofilie pomocí

PCR-RFLP
�� V analyzovanV analyzovanéé oblasti DNA oblasti DNA 

mohou být amohou být ažž ttřři mi míísta sta BclBclII, , 
ppřřiiččememžž jedno z tjedno z těěchto mchto mííst v st v 
intronu 18 je polymorfnintronu 18 je polymorfníí. . 

�� Fragment DNA o dFragment DNA o déélce 142 bp lce 142 bp 
obklopujobklopujííccíí polymorfnpolymorfníí mmíísto sto 
BclBclII je je nasyntetizovnasyntetizováánn s s 
pomocpomocíí oligonukleotidových oligonukleotidových 
primerprimerůů..

�� NormNormáálnlníí alelaalela mmáá BclBclII mmíísto a sto a 
proto je fragment proto je fragment ššttěěpen na pen na 
99 + 43 bp fragmenty99 + 43 bp fragmenty

�� PolymorfnPolymorfníí mmíísto msto můžůžee
�� chybchyběět na obou t na obou 

chromozomech (5), chromozomech (5), 
�� ppřříítomntomnéé na jednom a na jednom a 

chybchyběět u druht u druhéého (2,4,7)ho (2,4,7)
�� nebo být pnebo být přříítomntomnéé na obou na obou 

(1,3,6).(1,3,6).
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Mnohonásobná PCR (multiplex PCR)
�� PPřři i multiplexmultiplex PCR je pouPCR je použžito vito vííce pce páárrůů specifických primerspecifických primerůů..
�� DochDocháázzíí k amplifikaci vk amplifikaci vííce cce cíílových sekvenclových sekvencíí ppřři jedni jednéé reakci.reakci.
�� PouPoužžííttíí a výhody:a výhody:

�� VyhledVyhledáávváánníí zmzměěn na dlouhých n na dlouhých úúsecsecíích DNAch DNA
�� TestovTestováánníí vzvzáájemnjemněě nesouvisejnesouvisejííccíích oblastch oblastíí na DNAna DNA
�� Amplifikace vnitAmplifikace vnitřřnníích kontrol souch kontrol souččasnasněě se vzorkyse vzorky
�� NiNižžšíší cenovcenovéé nnááklady neklady nežž ppřři samostatných amplifikaci samostatných amplifikacííchch

�� PouPoužžíívanvanéé aplikace:aplikace:
�� Detekce specifických toxinDetekce specifických toxinůů produkovaných nprodukovaných něěkterými organizmy kterými organizmy 

((ClostridiumClostridium difficiledifficile, , StaphylococcusStaphylococcus aureusaureus) ) -- mmůžůže být detekove být detekovááno ano ažž 7 7 
rrůůzných genzných genůů kkóódujdujííccíích toxiny.ch toxiny.

�� Detekce vDetekce vííce gence genůů kkóódujdujííccíích rezistenci k rch rezistenci k růůzným antibiotikzným antibiotikůům.m.
�� Detekce vDetekce vííce druhovce druhověě specifických genspecifických genůů -- identifikace organizmidentifikace organizmůů
�� KoKo--amplifikace vnitamplifikace vnitřřnníích kontrolch kontrol

profág serol. skupiny A  →
profág serol. skupiny F  →
profág serol. skupiny B  →

vnitřní kontrola →

Příklad detekce lyzogenie
v genomu bakterie 
Staphylococcus aureus
pomocí multiplex PCR
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Příklad použití multiplex PCR pro analýzu 
mutací v jednom genu

DiagnDiagnóóza za DuchennovyDuchennovy muskulmuskuláárnrníí
dystrofie za poudystrofie za použžititíí

mnohonmnohonáásobnsobnéé PCR k detekci PCR k detekci 
deletovanýchdeletovaných exonexonůů

�� V genu pro V genu pro dystrofindystrofin o do déélce 2000 lce 2000 kbpkbp
je navrje navržženo celkem 9 eno celkem 9 úúseksekůů ururččených ených 
k amplifikaci.k amplifikaci.

�� Tyto Tyto úúseky pseky přředstavujedstavujíí ččáásti genu, sti genu, 
kterkteréé bývajbývajíí nejnejččastastěěji postiji postižženy deleceny delecíí..

�� Vzorky DNA z pacienta jsou Vzorky DNA z pacienta jsou 
amplifikovamplifikováány za souny za souččasnasnéého pouho použžititíí
sady devsady devííti primerti primerůů v jednv jednéé reakci a reakci a 
produkty jsou separovprodukty jsou separováány na ny na 
elektroforelektroforééze a barveny EB. ze a barveny EB. 
�� Pacient 1 mPacient 1 máá 1 1 delecideleci, pacient 2 , pacient 2 

mmáá velkou velkou delecideleci asi 1000 asi 1000 kbpkbp. . 
OstatnOstatníí majmajíí vvííce rce růůzných deleczných delecíí..
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Odstupňovaná PCR
�� PPřři i PCR pomocPCR pomocíí vnvněějjšíších a vnitch a vnitřřnníích primerch primerůů ((„„nestednested““ PCR) se PCR) se amplifikace provamplifikace provááddíí ve dvou krocve dvou krocíích. Metoda mch. Metoda máá oproti standardnoproti standardnííPCR velmi vysokou citlivost. PouPCR velmi vysokou citlivost. Použžíívajvajíí se 2 modifikace:se 2 modifikace:

�� DvoukrokovDvoukrokováá
�� PrvnPrvníí kolo zahrnuje 15kolo zahrnuje 15--30 cykl30 cyklůů
amplifikace s jednamplifikace s jedníím pm pááremrem
vnvněějjšíších primerch primerůů. . 

�� Potom je reakce pPotom je reakce přřevedena doevedena do
druhdruhéé zkumavky a provzkumavky a prováádděěnana
amplifikace zahrnujamplifikace zahrnujííccíí opopěět 15t 15--3030
cyklcyklůů s ps páárem vnitrem vnitřřnníích primerch primerůů. . 

�� JednokrokovJednokrokováá
�� PrvnPrvníí kolo amplifikace s jednkolo amplifikace s jedníímm
ppáárem primerrem primerůů se provse provááddíí ppřřii
nestringentnnestringentnííchch podmpodmíínknkááchch
((nníížžšíší teplota pro pteplota pro přřipojenipojeníí primerprimerůů) ) 
s 10s 10--15 cykly. 15 cykly. 

�� NNáásleduje sleduje reamplifikacereamplifikace zahrnujzahrnujííccíí
1515--30 cykl30 cyklůů ppřři i stringentnstringentnííchch
podmpodmíínknkáách s vnitch s vnitřřnníími primery,mi primery,
ppřři kteri kteréé se ovse ověřěříí specifitaspecifita
amplifikace z prvnamplifikace z prvníího kola.ho kola.
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Alelově specifická PCR (AS-PCR)
�� VyuVyužžititíí

�� Pro detekci bodových mutacPro detekci bodových mutacíí vv genomech genomech 
�� detekce homozygotndetekce homozygotníího a heterozygotnho a heterozygotníího stavu vho stavu v klinických disciplklinických disciplíínnááchch

�� Je provJe prováádděěna ve dvou nebo vna ve dvou nebo vííce  paralelnce  paralelníích reakcch reakcííchch
�� VV prvnprvníí reakci je hornreakci je horníí primer komplementprimer komplementáárnrníí ke standardnke standardníí sekvenci sekvenci 
�� VV daldalšíší reakci kreakci k mutantnmutantníí nebo polymorfnnebo polymorfníí sekvencisekvenci
�� SpodnSpodníí primer je vprimer je v obou reakcobou reakcíích stejných stejný

�� PPřředpokledpoklááddáá se, se, žže ke k elongaci dojde pouze tehdy, pokud jsou primer a celongaci dojde pouze tehdy, pokud jsou primer a cíílovlováá sekvence plnsekvence plněěkomplementkomplementáárnrníí. . 
�� UvaUvažžujemeujeme--li homozygotnli homozygotníí stav, kstav, k amplifikaci bude dochamplifikaci bude docháázet pouze vzet pouze v jednjednéé reakci. reakci. 
�� Metoda byla popsMetoda byla popsáána nezna nezáávisle pod rvisle pod růůznými oznaznými označčeneníími a vyumi a využžíívváá dva odlidva odliššnnéé ppřříístupy. stupy. 

�� PrvnPrvníí ppřříístup je zalostup je založžen na chyben na chyběějjííccíí elongaci velongaci v ddůůsledku chybnsledku chybnéého pho páárovrováánníí bbáázzíí na 3'na 3'--konci primeru. konci primeru. 
�� amplifikaci nedostupný mutaamplifikaci nedostupný mutaččnníí systsystéém (ARMS), m (ARMS), 
�� PCRPCR--amplifikace specifických amplifikace specifických alelalel (PASA) (PASA) 
�� alelovalelověě specifickspecifickáá amplifikace (ASA). amplifikace (ASA). 

�� Ve druhVe druhéém pm přříístupu se chybnstupu se chybnéé ppáárovrováánníí nachnacháázzíí ve stve střřednedníí ččáásti sekvence primeru a brsti sekvence primeru a bráánníítak hybridizaci primeru ktak hybridizaci primeru k ccíílovlovéému mmu míístu vstu v ppřříípadpaděě, , žže se ve se v templtempláátovtovéé DNA vyskytuje. DNA vyskytuje. 
�� kompetitivnkompetitivníí ppřřipojenipojeníí oligonukleotidu (COP). oligonukleotidu (COP). 

�� Pro snazPro snazšíší odliodliššeneníí heterozygotnheterozygotníího stavu vho stavu v jedinjedinéé reakci je poureakci je použžíívváána varianta oznana varianta označčenenáá jako jako PCRPCR--amplifikace vamplifikace vííce specifických ce specifických alelalel (PAMSA) nebo dvojitý ARMS.  (PAMSA) nebo dvojitý ARMS.  
�� Jeden zJeden z alelovalelověě--specifických primerspecifických primerůů obsahuje na 5'obsahuje na 5'--konci pkonci přříídatný datný úúsek nsek něěkolika kolika nekomplementnekomplementáárnrníích nukleotidch nukleotidůů, a tak mohou být amplifika, a tak mohou být amplifikaččnníí produkty obou produkty obou alelalel rozlirozliššeny eny na zna záákladkladěě svsvéé ddéélky. lky. 

�� Metoda je obecnMetoda je obecněě velmi citlivvelmi citliváá na optimalizaci experimentna optimalizaci experimentáálnlníích podmch podmíínek reakce, zejmnek reakce, zejmééna na koncentrace jednotlivých reagentkoncentrace jednotlivých reagentůů a templa templáátovtovéé DNA. DNA. 
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PCR s degenerovanými 
oligonukleotidovými primery (DOP-PCR)

�� DOP (DOP (degeneratedegenerate oligonucleotide primer) oligonucleotide primer) PCR slouPCR sloužžíí pro uniformnpro uniformníí nnááhodnou hodnou amplifikaci DNA pokud je k dispozici pouze amplifikaci DNA pokud je k dispozici pouze 
malmaléé mnomnožžstvstvíí vzorkuvzorku..

�� DalDalšíší postupy (klonovpostupy (klonováánníí, zna, značčeneníí, , hybridizace, nhybridizace, nááslednslednáá PCR) mohou být PCR) mohou být potom potom provedeny provedeny úúččinninněějiji..
�� DOPDOP--PCR se pouPCR se použžíívváá jako prvnjako prvníí krok pkrok přři:i:

�� hybridizaci in situ hybridizaci in situ 
�� srovnsrovnáávacvacíí genomovgenomovéé hybridizaci (CGH)hybridizaci (CGH)
�� ppřříípravpravěě DNA fragmentDNA fragmentůů frakcionovaných frakcionovaných 

podle velikosti pro dalpodle velikosti pro dalšíší hybridizacehybridizace
�� analýzu DNA ze analýzu DNA ze ššpatnpatněě kultivovatelnýchkultivovatelných

organizmorganizmůů
�� analýzu nebo klonovanalýzu nebo klonováánníí stopových mnostopových množžstvstvíí

DNADNA

Amplifikace DOP-
PCR vede ke vzniku 
různě dlouhých DNA 
fragmentů, které jsou 
viditelné na 
agarózovém gelu 
obarveném 
etidiumbromidem ve 
formě šmouhy.
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DOP-PCR
�� DOPDOP--PCR primery majPCR primery majíídefinovandefinovanéé sekvence na 5sekvence na 5’’-- a a 33’’--konckoncíích a nch a nááhodnou hodnou hexamerovouhexamerovou sekvenci mezi sekvenci mezi ttěěmito definovanými konci.mito definovanými konci.
�� PrvnPrvníích 5 cyklch 5 cyklůů DOPDOP--PCR PCR probprobííhháá ppřři velmi ni velmi níízkzkééstringencistringenci..
�� DalDalšíších 35 cyklch 35 cyklůů probprobííhháá ppřři i vyvyššíšší teplotteplotěě pro ppro přřipojenipojenííprimerprimerůů..
�� Za Za stringentnstringentněějjšíšíchch podmpodmíínek nek je materije materiáál vytvol vytvořřený pený přři i prvnprvníích cyklech amplifikovch cyklech amplifikováán n preferenpreferenččnněě, proto, protožže e obsahuje kompletnobsahuje kompletnííprimerovouprimerovou sekvenci na obou sekvenci na obou konckoncíích. Na jiných mch. Na jiných míístech se stech se DOPDOP--primer pprimer přři i stringentnstringentnííchchpodmpodmíínknkáách nevch neváážže.e.

NNNNNN

NNNNNN

NNNNNN

NNNNNN

NNNNNN

NNNNNN
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Náhodně amplifikovaná DNA
�� NNááhodnhodnáá amplifikace vyuamplifikace využžíívajvajííccíí jeden nebo vjeden nebo vííce primerce primerůů s nezns neznáámou mou homologihomologiíí k ck cíílovlovéé sekvenci DNAsekvenci DNA
�� VznikVznikáá vvííce ce amplikonamplikonůů s rs růůznou velikostznou velikostíí a rozda rozdíílným mollným moláárnrníím mnom množžstvstvíím, m, nevynevyžžaduje se proto aduje se proto ššttěěpenpeníí restrikrestrikččnníími endonuklemi endonukleáázami zami 
�� ÚÚspspěěššnnáá, rychl, rychláá a jednoducha jednoducháá technika pro DNA technika pro DNA fingerprintingfingerprinting popsanpopsanááneznezáávisle pod rvisle pod růůznými oznaznými označčeneníími:mi:

�� APAP--PCR (PCR (arbitrarilyarbitrarily primedprimed PCR PCR fingerprintingfingerprinting))
�� RAPD (RAPD (randomlyrandomly amplifiedamplified polymorphicpolymorphic DNA)DNA)
�� DAF (DNADAF (DNA--amplifiedamplified fingerprintingfingerprinting))
�� MAAP (MAAP (multiplemultiple arbitraryarbitrary amplicon amplicon profilingprofiling))
�� PCRPCR--mediatedmediated genotypinggenotyping

�� Princip metody:Princip metody:
�� Metoda pouMetoda použžíívváá obvykle jeden krobvykle jeden kráátký primer (8 tký primer (8 -- 10 bp nebo M13).10 bp nebo M13).
�� Teplota pro pTeplota pro přřipojenipojeníí primeru je mnohem niprimeru je mnohem nižžšíší nenežž teoretickteoretickáá hodnota Thodnota Taa..
�� Za tZa těěchto podmchto podmíínek dochnek docháázzíí k nasedk nasedáánníí primeru s vysokou pravdprimeru s vysokou pravděěpodobnostpodobnostíí

na vna vííce mce míístech na obou stech na obou řřetetěězczcíích chromozomch chromozomáálnlníí nebo nebo plazmidovplazmidovéé DNA.DNA.
�� Obvykle se vyskytne nObvykle se vyskytne něěkolik mkolik mííst pro pst pro přřipojenipojeníí primeru umoprimeru umožňžňujujííccíích nasednutch nasednutíí

primerprimerůů 33‘‘ konci k sobkonci k soběě, kter, kteráá se vyskytujse vyskytujíí na protilehlých na protilehlých řřetetěězczcíích, a nejsou ch, a nejsou 
od sebe pod sebe přříílilišš vzdvzdáálenlenáá..

�� Výsledkem je amplifikace mnoha fragmentVýsledkem je amplifikace mnoha fragmentůů s rs růůznou dznou déélkou (max. 2000 bp).lkou (max. 2000 bp).
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Náhodně amplifikovaná DNA
�� PouPoužžititíí::

�� RychlRychláá typizace vtypizace věěttššiny iny izolizolááttůů mikroorganizmmikroorganizmůů
�� Typizace genomovTypizace genomovéé rostlinnrostlinnéé DNA z rDNA z růůzných kultivarzných kultivarůů
�� TaxonomickTaxonomickéé studie a identifikastudie a identifikaččnníí postupypostupy
�� Analýza Analýza mikrosatelitmikrosatelitůů
�� APAP--PCR mPCR můžůže být kombinove být kombinováána s DGGE nebo SSCP analýzou.na s DGGE nebo SSCP analýzou.
�� Produkty APProdukty AP--PCR slouPCR sloužžíí pro ppro přříípravu hybridizapravu hybridizaččnníích sond ch sond 
poupoužžíívaných pvaných přři bini bináárnrníí typizacitypizaci

�� Metoda mMetoda máá vyvyššíšší diskriminadiskriminaččnníí schopnost neschopnost nežž PCR 16SPCR 16S--23S 23S 
mezernmezernííkovýchkových oblastoblastíí, ale ni, ale nižžšíší nenežž RepRep--PCR.PCR.

�� Nevýhody:Nevýhody:
�� NNíízkzkáá reprodukovatelnost mezi laboratoreprodukovatelnost mezi laboratořřemi. emi. 
�� ČČáástesteččnnéé zvýzvýššeneníí reprodukovatelnosti je moreprodukovatelnosti je možžnnéé provedenprovedeníím m 
reakce s rreakce s růůzným zným řřededěěnníím DNA. Výsledek ovlivm DNA. Výsledek ovlivňňujujíí plazmidyplazmidy
ppřříítomntomnéé v izolovanv izolovanéé DNA. DNA. 
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Náhodně
amplifikovaná
DNA (AP-PCR)

Příklad elektroforézy 
s AP-PCR produkty

300 bp →

1 500 bp →
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Analýza mezerníkových oblastí mezi 
repeticemi (Interrepetitivní-PCR, Rep-PCR)

�� Technika pro analýzu celTechnika pro analýzu celéého chromozho chromozóómu vyumu využžíívajvajííccíí ppřříítomnosti repetitivntomnosti repetitivníích ch 
elementelementůů v bakteriv bakteriáálnlníích nebo eukaryotických genomech.ch nebo eukaryotických genomech.

�� Princip metody:Princip metody:
�� Amplifikace znAmplifikace znáámméé sekvence, vyskytujsekvence, vyskytujííccíí se v genomu ve vse v genomu ve vííce kopice kopiíích (repetice, IS ch (repetice, IS 

elementy, mezernelementy, mezernííky, VNTR)ky, VNTR)
�� Pro zPro zíískskáánníí DNA DNA fingerprintufingerprintu je tje třřeba kompletneba kompletníí chromozomchromozomáálnlníí DNA podobnDNA podobněě jako u APjako u AP--

PCR, aPCR, aččkoli jsou amplifikovkoli jsou amplifikováány pouze malny pouze maléé ččáásti chromozsti chromozóómu.mu.
�� Primery jsou navrhovPrimery jsou navrhováány tak, aby se pny tak, aby se přřipojovaly pipojovaly přříímo ke koncovým, konzervativnmo ke koncovým, konzervativníím m 

oblastem repeticoblastem repeticíí. . 
�� vznikvznikáá vvííce ce amplikonamplikonůů o ro růůznznéé velikosti, nevyvelikosti, nevyžžaduje se proto aduje se proto ššttěěpenpeníí restrikrestrikččnníími mi 

endonukleendonukleáázamizami
�� NejNejččastastěěji je interrepetitivnji je interrepetitivníí PCR PCR poupoužžíívavaáánana u prokaryot:u prokaryot:
�� Je tJe třřeba navrhnou eba navrhnou konsenznkonsenzníí sekvenci primeru a zvolit sekvenci primeru a zvolit nníížžšíší teplotu pro pteplotu pro přřipojenipojeníí. . 

33‘‘ konce primeru smkonce primeru směřěřujujíí smsměěrem k rem k mezernmezernííkovýmkovým oblastem tak, aby se oblastem tak, aby se 
neamplifikovalaneamplifikovala samotnsamotnáá repetice.repetice.

�� JelikoJelikožž se se mezernmezernííkovkovéé oblasti mezi repeticemi lioblasti mezi repeticemi lišíší svou dsvou déélkou, plkou, přři amplifikaci i amplifikaci 
vznikvznikáá smsměěs rs růůznzněě dlouhých dlouhých amplikonamplikonůů (fragment(fragmentůů DNA), kterDNA), kteréé ddáávajvajíí jedinejedineččný ný 
fingerprintfingerprint

�� V zV záávislosti na zvolenvislosti na zvolenéé repetici repetici jemojemožžnnéé zzíískat specifický skat specifický fingerprintfingerprint pro druhy pro druhy 
((tRNAtRNA--interrepetitivninterrepetitivníí PCR) nebo kmeny (ERIC, REP, BOX a IS6110 interrepetitivnPCR) nebo kmeny (ERIC, REP, BOX a IS6110 interrepetitivníí
PCR).PCR).
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TYPY REPETICÍ V PROKARYOTICKÝCH GENOMECH
A.A. PolynukleotidovPolynukleotidovéé sekvence a tandemovsekvence a tandemovéé repeticerepetice

�� TrinukleotidTrinukleotid TGGTGG –– nejnejččastastěějjšíší trinukleotidtrinukleotid E. E. colicoli (sou(souččáást st pentapenta nebo nebo oktanukleotidoktanukleotidůů).).
�� NonamerNonamer AAGTGCGGTAAGTGCGGT ((uptakeuptake signalsignal sequencesequence ––USS) USS) H. H. influenzaeinfluenzae -- 1465 kopi1465 kopiíí..
�� TandemovTandemověě opakovanopakovanéé polynukleotidovpolynukleotidovéé sekvence (GTG)n nebo (GCC)n sekvence (GTG)n nebo (GCC)n -- vysoce repetitivnvysoce repetitivníí

u u E. E. colicoli, , S. S. typhimuriumtyphimurium a a ShigellaShigella spsp..
�� ShortShort tandemlytandemly repeatedrepeated repetitiverepetitive (STRR) (STRR) sequencessequences -- heptanukleotidovheptanukleotidováá opakovopakováánníí u sinice u sinice 

CalothrixCalothrix..
�� Major Major polymorphicpolymorphic tandem tandem repeatrepeat (MPTR)(MPTR) -- polymorfnpolymorfníí 1010--bp DR u bp DR u MycobacteriumMycobacterium tuberculosistuberculosis

a dala dalšíších ch mykobakterimykobakteriíí..
B.B. KrKráátktkéé roztrouroztrouššenenéé repetitivnrepetitivníí sekvencesekvence (krat(kratšíší nenežž 50 bp)50 bp)

�� REP (repetitivnREP (repetitivníí extragenovextragenovéé palindromatickpalindromatickéé sekvence)sekvence) 3333--40 bp, obr40 bp, obráácencenéé repetice typu repetice typu 
palindrompalindromůů; 500 ; 500 -- 1000 REP u 1000 REP u E. E. colicoli..

�� PU (palindromic PU (palindromic unitsunits)) u u E. E. colicoli a a S. S. typhimuriumtyphimurium. . 
�� MnohokopiovýMnohokopiový 2626--mermer ((nGREPnGREP)) u u NeisseriaNeisseria spsp..
�� MnohokopiovýMnohokopiový 2424--mermer DR elementDR element u u MycobacteriumMycobacterium bovisbovis (38 kopi(38 kopiíí).).

C.C. DlouhDlouhéé roztrouroztrouššenenéé repetitivnrepetitivníí elementyelementy (v(věěttšíší nenežž 50 bp)50 bp)
�� Intergenic Intergenic repeatrepeat unit (IRU) unit (IRU) 
�� Enterococcal Enterococcal repetitiverepetitive intergenic intergenic consensusconsensus (ERIC)(ERIC) 124124--127 bp nebo zkr127 bp nebo zkráácencenéé formy. formy. 

ChromozomovChromozomováá lokalizace se lilokalizace se lišíší u kmenu kmenůů a druha druhůů. ERIC. ERIC--likelike sekvence psekvence přříítomntomnéé vv 30 30 –– 150 150 
kopikopiíích v celch v celéé bakteribakteriáálnlníí řříšíši. i. 

�� RLEPRLEP (545 (545 -- 1063 bp) u 1063 bp) u MycoplasmaMycoplasma lepraeleprae 28 (0,6% genomu).28 (0,6% genomu).
�� MxMx--REPREP u u MyxococcusMyxococcus xanthusxanthus -- 87 87 pbpb jjáádrovdrováá sekvence.sekvence.
�� DrDr--REPREP (SARK) u (SARK) u DeinocccusDeinocccus radiduransradidurans. Element o variabiln. Element o variabilníí ddéélce (150lce (150--192 bp).192 bp).
�� RepMP1RepMP1--2, SDC12, SDC1 (150 bp (150 bp –– 1 kb) u 1 kb) u MycplasmaMycplasma pneumoniaepneumoniae, v, v genomu 8genomu 8--10 kopi10 kopiíí..
�� RepMP2RepMP2--likelike u u StaphylococcusStaphylococcus

D.D. MosaikovMosaikovéé repetitivnrepetitivníí elementyelementy
�� BacterialBacterial InterspersedInterspersed MosaicMosaic ElementsElements (BIME)(BIME) –– (kombinace REP a sedmi dal(kombinace REP a sedmi dalšíších repetitivnch repetitivníích ch 

motivmotivůů). ). 
�� REP MPREP MP -- 1 300 bp element ohrani1 300 bp element ohraniččený kratený kratšíšími mi reeptitivnreeptitivníímimi sekvencemi u sekvencemi u M.M.pneumoniaepneumoniae. . 
�� BOX elementyBOX elementy –– 154 bp rozptýlen154 bp rozptýlenéé repetitivnrepetitivníí elementy pelementy přříítomntomnéé vv 25 kopi25 kopiíích u G+ (ch u G+ (StreptococcusStreptococcus

pneumoniaepneumoniae). ). 
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Interrepetitivní
PCR

100 bp →

1 500 bp →
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Využití interrepetitivní PCR u eukaryot
�� U eukaryotických U eukaryotických genomgenomůů se amplifikujse amplifikujíí markerymarkery oznaoznaččenenéé jakojako

�� inverzninverzníí sekvensekvenččnněě znaznaččenenéé repetice (ISTR) repetice (ISTR) 
�� primery komplementprimery komplementáárnrníí napnapřř. k. k rozptýleným rozptýleným vysokokopiovýmvysokokopiovýmretrotranspozonretrotranspozonůůmm. . 

�� amplifikace mezi jednoduchými amplifikace mezi jednoduchými repetitivnrepetitivníímimi sekvencemi (ISSR)sekvencemi (ISSR)
�� amplifikaamplifikaččnníí reakce sreakce s jednjedníím primerem (SPAR)m primerem (SPAR)

�� primery homologickprimery homologickéé kk sekvencsekvencíím SSR vm SSR v rostlinných genomech rostlinných genomech 
�� Pro zahPro zaháájenjeníí amplifikace je navramplifikace je navržžen primer odvozený ze samotnen primer odvozený ze samotnéé repetitivnrepetitivníísekvence a ten umosekvence a ten umožňžňuje amplifikaci jedineuje amplifikaci jedineččných sekvencných sekvencíí oddodděělujlujííccíích ch jednotlivjednotlivéé SSR. SSR. 
�� Pro zamezenPro zamezeníí ppřřekrývekrýváánníí primerprimerůů mohou být prodloumohou být prodloužženy o jedineeny o jedineččnou nou genomovou sekvenci ohranigenomovou sekvenci ohraniččujujííccíí repetici. repetici. 
�� Primery navrPrimery navržženenéé z z tetranukleotidovýchtetranukleotidových repeticrepeticíí, nap, napřř. (GATA)4, d. (GATA)4, dáávajvajíí leplepšíšívýsledky nevýsledky nežž dinukleotidovdinukleotidovéé nebo nebo trinukleotidovtrinukleotidovéé.  .  
�� UrUrččitým vylepitým vylepššeneníím metody interrepetitivnm metody interrepetitivníí PCR je PCR je fluoroforemfluoroforem zdokonalenzdokonalenááinterrepetitivninterrepetitivníí PCR (FERP), kterPCR (FERP), kteráá poupoužžíívváá primerprimerůů znaznaččených na 5'ených na 5'--konci konci fluorescenfluorescenččnníí lláátkou, rozdtkou, rozděělenleníí produktproduktůů PCR v nedenaturujPCR v nedenaturujííccíím m polyakrylamidovpolyakrylamidovéém gelu a digitm gelu a digitáálnlníí zpracovzpracováánníí otiskotiskůů DNA. DNA. 
�� DalDalšíší obmobměěnou je automaticknou je automatickáá laserovlaserováá fluorescenfluorescenččnníí analýza (ALFA), panalýza (ALFA), přři i kterkteréé se rovnse rovněžěž poupoužžíívajvajíí 5'5'--koncovkoncověě fluorescenfluorescenččnněě znaznaččenenéé PCRPCR--primery a primery a produkty PCR jsou rozdprodukty PCR jsou rozděěleny v denaturujleny v denaturujííccíím polyakrylamidovm polyakrylamidovéém gelu na m gelu na automatizovanautomatizovanéém m sekvensekvenáátorutoru, co, cožž znaznaččnněě zlepzlepšíší rozlirozliššeneníí a a reprodukovatelnost.reprodukovatelnost.
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AluI-PCR
�� PCR je pouPCR je použžíívváána k amplifikaci DNA sekvencna k amplifikaci DNA sekvencíí specifických pro specifických pro ččlovlověěka, pka, přředstavuje velmi jednoduchý prostedstavuje velmi jednoduchý prostřředek k charakterizaci a edek k charakterizaci a amplifikaci pramplifikaci práávvěě jen lidskjen lidskéé DNA. DNA. 
�� Metoda pouMetoda použžíívváá primery pro repetitivnprimery pro repetitivníí sekvence, ktersekvence, kteréé jsou jsou inzertovinzertováányny na mnoha mna mnoha míístech genomu. Z tstech genomu. Z těěchto elementchto elementůů jsou jsou AluAlu--sekvence (opakovsekvence (opakováánníí) p) přříítomny v mnotomny v množžstvstvíí 900 000 kopi900 000 kopiíí v lidskv lidskéém m genomu. genomu. 
�� Tato 300Tato 300--bp bp AluAlu--repetice je velmi variabilnrepetice je velmi variabilníí, ale obsahuje sekvenci, , ale obsahuje sekvenci, kterkteráá je specifickje specifickáá pro pro ččlovlověěka. Pka. Přřipravipravíí se dva primery, kase dva primery, kažždý pro dý pro jeden smjeden směěr, pr, přřiiččememžž se vyuse využžije nejvije nejvííce konzervativnce konzervativníích ch úúseksekůů ttěěchto chto sekvencsekvencíí. . 
�� Primery nelze pouPrimery nelze použžíít spolet společčnněě, nebo, neboťť vzvzáájemnjemněě hybridizujhybridizujíí. Sekvence . Sekvence 

AluAlu vvššak mohou být pak mohou být přříítomny na DNA v obou smtomny na DNA v obou směěrech, takrech, takžže primery e primery se pouse použžíívajvajíí samostatnsamostatněě. . 
�� LidskLidskéé sekvence se budou amplifikovat, pokud lesekvence se budou amplifikovat, pokud ležžíí mezi sousednmezi sousedníími mi 

AluAlu--repeticemi, kterrepeticemi, kteréé jsou umjsou umííststěěny (orientovny (orientováány) v opany) v opaččných ných smsměěrech. Tvorech. Tvořříí se rse růůzný pozný poččet fragmentet fragmentůů lidsklidskéé DNA v zDNA v záávislosti na vislosti na velikosti lidskvelikosti lidskéé DNA v bunDNA v buněčěčnnéé linii. Tato technika je linii. Tato technika je ččasto pouasto použžíívváána na pro "odhalenpro "odhaleníí" lidsk" lidskéé DNA od ostatnDNA od ostatníích DNA.ch DNA.
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AluI-PCR
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Analýza mezerníkových oblastí v rDNA
(RS-PCR, PCR-ribotypizace)

�� U prokaryot obsahujU prokaryot obsahujíí rDNArDNAoperonyoperony geny pro vgeny pro vššechny techny třři i typy typy rRNArRNA (16S, 23S a 5S). (16S, 23S a 5S). 
�� Geny pro 16S a 23S Geny pro 16S a 23S rRNArRNAjsou oddjsou odděěleny leny mezernmezernííkovoukovouoblastoblastíí, kter, kteráá se lise lišíší ddéélkou v lkou v zzáávislosti na druhu (od 278 vislosti na druhu (od 278 bp u bp u mykobakterimykobakteriíí do do 2 kb do do 2 kb u u borreliborreliíí). Nav). Navííc u vc u věěttššiny iny EubakteriEubakteriíí se vyskytuje vse vyskytuje vííce ce kopikopiíí rDNArDNA operonuoperonu, u nich, u nichžžse vyskytujse vyskytujíí menmenšíší rozdrozdííly v ly v ddéélce mezernlce mezernííkkůů..

100 bp →

500 bp →

U Staphylococcus aureus se nachází v genomu 6 rrn operonů,
všech 6 mezerníků mezi 16S a 23S rRNA se může lišit svou délkou. 
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Polymorfizmus délky jednoduchých 
repetitivních sekvencí (SSLP-PCR)

�� JednoduchJednoduchéé repetitivnrepetitivníí sekvence (SSR) jsou tandemovsekvence (SSR) jsou tandemovéé repetice o repetice o ddéélce 2 alce 2 ažž 10 bp (nap10 bp (napřř. . mikrosatelitymikrosatelity) p) přříítomntomnéé vv eukaryotických eukaryotických genomech sgenomech s ččetnostetnostíí aažž 80.80.
�� V dV důůsledku mutacsledku mutacíí nebo rekombinace se ponebo rekombinace se poččet tet těěchto repeticchto repeticíí mmůžůže e zvýzvýššit nebo snit nebo sníížžit. it. 
�� Primery pro tuto metodu jsou navrhovPrimery pro tuto metodu jsou navrhováány tak, aby se pny tak, aby se přřipojovaly ipojovaly oblastem ohranioblastem ohraniččujujííccíím SSR. m SSR. 

�� Tyto ohraniTyto ohraniččujujííccíí sekvence bývajsekvence bývajíí konzervativnkonzervativníí pouze vpouze v rráámci mci druhu a proto je nutndruhu a proto je nutnéé navrhovat pro kanavrhovat pro kažždý druh novou sadu dý druh novou sadu primerprimerůů.  .  
�� JelikoJelikožž je mezi jedinci poje mezi jedinci poččet repeticet repeticíí znaznaččnněě variabilnvariabilníí, výsledkem , výsledkem amplifikace je vznik ramplifikace je vznik růůznzněě dlouhých PCR produktdlouhých PCR produktůů, kter, kteréé jsou jsou separovseparováány na ny na polyakrylamidovpolyakrylamidovéé nebo nebo agaragaróózovzovéé gelovgelovééelektroforelektroforééze sze s vysokým rozlivysokým rozliššeneníím. m. 
�� RozdRozdííllůů v dv déélce fragmentlce fragmentůů genomovgenomovéé DNA podmDNA podmíínněěnnéé ppřříítomnosttomnostííSSR se pouSSR se použžíívváá k odlik odliššeneníí blblíízce pzce přřííbuzných jedincbuzných jedincůů a k detekci a k detekci vztahvztahůů mezi nimi zejmmezi nimi zejmééna v genetice populacna v genetice populacíí..
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Příklad amplifikace mikrosatelitů

Amplifikace repeticí pomocí PCR

� Počet repeticí je velice variabilní mezi jedinci

= Repetice (např. GA)Jedinečné ohraničující oblasti� Struktura

Návrh pimerů ( ) komplementárních k ohraničujícím sekvencím
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Multiplex PCR-SSLP

FluorescenFluorescenččnníí
znaznaččeneníí primerprimerůů
pro amplifikaci pro amplifikaci 
mikrosatelitmikrosatelitůů
umoumožňžňuje uje 
amplifikaci amplifikaci 
nněěkolika kolika lokuslokusůů
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AFLP - Polymorfizmus velikostí
amplifikovaných fragmentů (Amplified
Fragment Length Polymorphism) 

�� SelektivnSelektivníí amplifikace uramplifikace urččititéého souboru fragmentho souboru fragmentůů DNA DNA 
vytvvytváářřenenéého ho ššttěěpenpeníím restrikm restrikččnníí endonukleendonukleáázou. zou. 
Polymorfizmus je zaloPolymorfizmus je založžen na ztren na ztrááttěě nebo znebo zíískskáánníí
restrikrestrikččnníích mch mííst.st.

�� Metoda vyuMetoda využžíívajvajííccíí kroky restrikce jednou nebo dvkroky restrikce jednou nebo dvěěma ma 
restrikrestrikččnníími endonuklemi endonukleáázami a ligace genomovzami a ligace genomovéé DNA se DNA se 
specispeciáálnlněě navrnavržženými adaptory s nenými adaptory s nááslednou amplifikacslednou amplifikacíí
pomocpomocíí jednoho nebo dvou selektivnjednoho nebo dvou selektivníích primerch primerůů. . 

�� NevyNevyžžaduje znalost sekvence.aduje znalost sekvence.
�� Technicky i finanTechnicky i finanččnněě nnáároroččnněějjšíší ale spolehlivale spolehlivěějjšíší nenežž
RAPD.RAPD.

�� DalDalšíší poupoužžíívanvanáá oznaoznaččeneníí: SRFA (primer : SRFA (primer dependentdependent
selectiveselective restrictionrestriction fragment fragment amplificationamplification), IRS), IRS--PCR PCR 
((infrequentinfrequent restrictionrestriction sitesite amplificationamplification). ). 
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Schema obvyklého postupu AFLP

3. Ligace s adaptory
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In situ PCR (PCR in situ, incell PCR)
�� Hybridizace in situ (ISH) umoHybridizace in situ (ISH) umožňžňuje lokalizaci uruje lokalizaci urččititéé sekvence NK uvnitsekvence NK uvnitřřjednotlivých jednotlivých bubuěěnknk, ale vykazuje n, ale vykazuje níízkou detekzkou detekččnníí aktivitu. aktivitu. 
�� KonvenKonvenččnníí PCR vyPCR vyžžaduje nutnost tkaduje nutnost tkáánněě nebo bunebo buňňky destruovat a izolovat ky destruovat a izolovat NK, nelze asociovat výsledek NK, nelze asociovat výsledek amplifikacekeamplifikaceke specifickspecifickéému histologickmu histologickéému mu typu buntypu buněěk.k.
�� In situIn situ PCR kombinuje vysokou citlivost PCR s cytologickou PCR kombinuje vysokou citlivost PCR s cytologickou lokalizaclokalizacíí sekvencsekvencíí poskytnutou ISHposkytnutou ISH

�� PCR in situ PCR in situ hybridizationhybridization
�� incellincell PCRPCR
�� PCR PCR drivendriven ISHISH

�� umoumožňžňuje asociovat výsledek uje asociovat výsledek 
amplifikace ke specifickamplifikace ke specifickéému mu 
histologickhistologickéému typu bunmu typu buněěkk

�� umoumožňžňuje korelovat výsledek uje korelovat výsledek 
s s histopatologickýmihistopatologickými rysy neborysy nebo
mnomnožžstvstvíím bunm buněěk, obsahujk, obsahujííccíích ch 
ccíílovou sekvencilovou sekvenci

�� SpecifickSpecifickéé sekvence jsou uvnitsekvence jsou uvnitřř bubuňňky amplifikovky amplifikováány, ny, ččíímmžž se zvýse zvýšíší popoččet et kopikopiíí natolik, natolik, žže je lze snadno detekovat e je lze snadno detekovat 
�� pomocpomocíí ISH (nepISH (nepřříímmáá in situ PCR)in situ PCR)
�� imunochemickyimunochemicky (p(přříímmáá in situ PCR)in situ PCR)
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Příprava vzorku pro in situ PCR

�� In situIn situ PCR mPCR máá aplikace jak ve výzkumu, tak v diagnostice:aplikace jak ve výzkumu, tak v diagnostice:
�� detekce virových nebo detekce virových nebo provirovýchprovirových NK (HIV, CMV, HBV, HSVNK (HIV, CMV, HBV, HSV--2)2)
�� chromozomchromozomáálnlníí ppřřeskupeneskupeníí, translokace, hled, translokace, hledáánníí jednokopiovýchjednokopiových gengenůů
�� mapovmapováánníí nníízkokopiovýchzkokopiových chromozomchromozomáálnlnííchch sekvencsekvencíí v v metafmetafáázickýchzickýchchromozomechchromozomech
�� detekce detekce nníízkokopiovýchzkokopiových mRNA a virových RNAmRNA a virových RNA

�� Fixace bunFixace buněěk nebo tkk nebo tkáánněě ––
zachovzachováánníí morfologie morfologie 
((paraformaldehydparaformaldehyd))

�� PermeabilizacePermeabilizace -- ppřříístup stup 
PCR reagentPCR reagentůů k NK (detergenty, k NK (detergenty, 
proteproteáázyzy))
�� prprůůbběěh PCR h PCR 
�� v bunv buněčěčných suspenzných suspenzííchch
�� v v cytocentrifugacytocentrifugaččnnííchch

preparpreparáátechtech
�� pod mikroskopickým sklempod mikroskopickým sklem

�� Detekce intracelulDetekce intraceluláárnrníích produktch produktůů
�� ISHISH
�� ImunochemickyImunochemicky (protil(protiláátky proti DIGtky proti DIG--1111--dUTPdUTP, fluorescein, fluorescein--dUTPdUTP, 3H, 3H--CTP)CTP)


