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Polymerázová řetězová reakce 

PCR (PCR (PPolymeraseolymerase CChainhain RReactioneaction))
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Princip PCR
�� ZavedenZavedeníí PCR v roce 1983 (Kary PCR v roce 1983 (Kary MullisMullis))

�� PublikacePublikace
�� Nobelova cenaNobelova cena

�� Metoda pro mnohonMetoda pro mnohonáásobnsobnéé zmnozmnožženeníí (amplifikaci) (amplifikaci) 
specifickspecifickéého ho úúseku DNA in vitro zaloseku DNA in vitro založženenáá na principu na principu 
replikace. replikace. 

�� K opakujK opakujííccíí se enzymovse enzymovéé syntsyntééze komplementze komplementáárnrníích ch 
řřetetěězczcůů vybraných vybraných úúseksekůů dvoudvouřřetetěězcovzcovéé DNA dochDNA docháázzíí po po 
ppřřipojenipojeníí dvou primerdvou primerůů vváázajzajííccíích se na protilehlch se na protilehléé řřetetěězce zce 
DNA tak, DNA tak, žže jejich 3'e jejich 3'--OHOH--konce smkonce směřěřujujíí proti sobproti soběě..

�� PCR umoPCR umožňžňuje zuje zíískat poskat požžadovanou zcela specifickou adovanou zcela specifickou 
sekvenci bez klonovsekvenci bez klonováánníí..
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�� PCR vyuPCR využžíívváá zzáákladnkladníích rysch rysůů replikace (enzymatickreplikace (enzymatickéésyntsyntéézy) DNA: zy) DNA: 
�� Jako Jako templtempláátt slousloužžíí ssDNAssDNA, podle n, podle níížž je syntetizovje syntetizováán n komplementkomplementáárnrníí řřetetěězec.zec.
�� K zahK zaháájenjeníí reakce je zapotreakce je zapotřřebebíí primer, který se primer, který se ppřřipojuje na komplementipojuje na komplementáárnrníí úúseky DNA. Tseky DNA. Tíím je m je zzáároveroveňň vymezen vymezen úúsek DNA, který bude amplifikovsek DNA, který bude amplifikováán.n.
�� Jako Jako templtempláátyty pro syntpro syntéézu mohou slouzu mohou sloužžit  oba it  oba řřetetěězce zce dsDNA, po pdsDNA, po přředchozedchozíí denaturaci.denaturaci.

�� Primery se vybPrimery se vybíírajrajíí tak, aby se ptak, aby se přřipojovaly k mipojovaly k mííststůům m ohraniohraniččujujííccíím z obou stran m z obou stran amplifikovanýamplifikovaný úúsek. sek. 
�� Teoreticky lze zTeoreticky lze zíískat 2skat 2nn řřetetěězczcůů (kopi(kopiíí).).
�� PPřředpoklady pro zavedenedpoklady pro zavedeníí PCRPCR

�� SyntSyntééza oligonukleotidza oligonukleotidůů
�� VlastnVlastníí mymyššlenka (K. lenka (K. MullisMullis))
�� TeplotnTeplotněě stabilnstabilníí DNA DNA polymerpolymeráázaza
�� AutomatickAutomatickéé termocyklerytermocyklery
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Replikace DNA in vivo vyžaduje 
mnoho enzymů
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Replikace DNA in vitro vyžaduje pouze jeden enzym
�� ReakReakččnníí smsměěs obsahuje: s obsahuje: 

�� TemplTempláátovou nukleovou kyselinutovou nukleovou kyselinu (DNA nebo RNA). (DNA nebo RNA). 
�� MnoMnožžstvstvíí DNA jako výchozDNA jako výchozíího materiho materiáálu je velmi nlu je velmi níízkzkéé: obvykle : obvykle 
postapostaččuje muje méénněě nenežž 11 µµg genomovg genomovéé DNA, teoreticky postaDNA, teoreticky postaččuje jedna uje jedna 
molekula. molekula. 
•• Kvalita templKvalita templáátu ovlivtu ovlivňňuje výsledek PCR.uje výsledek PCR.
•• VelkVelkéé mnomnožžstvstvíí RNA mRNA můžůže ve váázat ionty Mg2+ zat ionty Mg2+ 
•• znezneččiiššttěěný ný templtempláátt mmůžůže obsahovat inhibitory PCRe obsahovat inhibitory PCR

�� Zdroj: mikroorganizmy, buZdroj: mikroorganizmy, buňňky z tkky z tkááňňových kultur, tových kultur, těělnlníí tekutiny, tekutiny, 
bioptickbioptickéé vzorky, stvzorky, stěěry, vlasy, ry, vlasy, atdatd……

�� PrimeryPrimery. Chemicky syntetick. Chemicky syntetickéé ologonukleotidyologonukleotidy o velikost 10 o velikost 10 -- 30 nukleotid30 nukleotidůů. . 
�� dNTPdNTP ve formve forměě NaNa++ nebo Linebo Li++ solsolíí
�� MgMg2+2+ iontyionty tvotvořříí rozpustný komplex s rozpustný komplex s dNTPdNTP a vytva vytváářřejejíí substrsubstráát, který t, který 

rozpoznrozpoznáávváá DNA DNA polymerpolymeráázaza. . 
�� TermostabilnTermostabilníí DNA polymerDNA polymeráázuzu, kter, kteráá odolodoláávváá teplotteplotáám am ažž 98 98 °°C.C.

�� TaqTaq ThermusThermus aquaticusaquaticus
�� TthTth ThermusThermus thermophilusthermophilus
�� TmaTma ThermotogaThermotoga maritimamaritima
�� PfuPfu PyrococcusPyrococcus furiosusfuriosus
�� PwoPwo PyrococcusPyrococcus woeseiwoesei
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Syntéza obou řetězců u specifické sekvence
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

5’ 3’

3’ 5’

TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

5’ 3’

3’ 5’

TTGAGAAAGGAATAAGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG
3’ 5’

5’ 3’
Přímý primer

DNA POL

dNTPs

TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC 
TCTTTAGCTCATATACG
3’ 5’

5’ 3’

Zpětný primerdNTPs

DNA POL

TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

5’ 3’

3’ 5’
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REAKČNÍ PODMÍNKY PCR
1.1. PoPoččááteteččnníí denaturace DNA. Ddenaturace DNA. Důůleležžititáá je kompletnje kompletníí denaturace templdenaturace templáátu, tu, 

obvykle postaobvykle postaččuje zahuje zahřřááttíí smsměěsi na 2 si na 2 –– 5 min / 95 5 min / 95 °°C. V pC. V přříípadpaděě, , žže dojde e dojde 
pouze k pouze k ččáástesteččnnéé denaturaci, molekuly DNA velice rychle denaturaci, molekuly DNA velice rychle renaturujrenaturujíí a to vede a to vede 
k nespecifickk nespecifickéé vazbvazběě primerprimerůů ((„„selfself--primingpriming““) a mo) a možžným faleným faleššným výsledkným výsledkůům.m.

VlastnVlastníí řřetetěězovzováá reakce:reakce:
2. 2. DenaturaDenaturaččnníí krok (separace krok (separace řřetetěězczcůů) :) : 94 94 –– 95 95 °°C / 20 C / 20 –– 45 s, z45 s, zááleležžíí

na objemu reakce, tlouna objemu reakce, tlouššťťce stce stěěn zkumavek. Nedostaten zkumavek. Nedostateččnněě denaturovandenaturovanáá
DNA neumoDNA neumožňžňuje puje přříístup stup primerprimerůůmm, naopak p, naopak přříílilišš dlouhdlouháá denaturace denaturace 
snisnižžuje aktivitu DNA polymeruje aktivitu DNA polymeráázy (stabilnzy (stabilníí cca 2 hod / 98 cca 2 hod / 98 °°C).C).

3.3. PPřřipojenipojeníí primerprimerůů (55 (55 -- 65 65 °°C / 30 C / 30 –– 90 s) teplota ur90 s) teplota urččuje specifiuje specifiččnost a nost a 
zzáávisvisíí na Tm primeru a templna Tm primeru a templáátu. Pro oba primery by mtu. Pro oba primery by měěla být Tm la být Tm 
podobnpodobnáá. Ta se optimalizuje v teplotn. Ta se optimalizuje v teplotníím gradientu nebo se stanovuje m gradientu nebo se stanovuje 
empiricky.empiricky.

4.4. ProdluProdlužžovováánníí primeru (polymeraprimeru (polymeraččnníí reakce) preakce) přři standardni standardníí PCR probPCR probííhháá
ppřři 72 i 72 °°C /45 C /45 –– 90 s. Taq DNA 90 s. Taq DNA polymerpolymeráázaza syntetizuje DNA psyntetizuje DNA přři ti tééto teplotto teplotěě
rychlostrychlostíí cca 60 bcca 60 báázzíí/s. Nov/s. Nověě syntetizovansyntetizovanéé řřetetěězce slouzce sloužžíí jako jako templtempláátyty
pro dalpro dalšíší cyklus. cyklus. 

CyklickCyklickéé ststřřííddáánníí teplot jednou zaloteplot jednou založženenéé smsměěsi zajisi zajiššťťuje pruje průůbběěh reakce PCR, h reakce PCR, 
provprovááddíí se v se v termocyklerechtermocyklerech, v, věěttššinou se provinou se provááddíí 25 25 -- 35 cykl35 cyklůů..

5.5. ZZáávvěěrereččnnáá extenze se provextenze se provááddíí obvykle po poslednobvykle po posledníím cyklu (72m cyklu (72°°C / 5 min) a C / 5 min) a 
slousloužžíí k dokonk dokonččeneníí syntsyntéézy a zy a renaturacirenaturaci jednojednořřetetěězcových produktzcových produktůů..

30×
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REAKČNÍ PODMÍNKY PCR
Denaturace vzorku DNA

Pro oddělení jednořetězců
(94 °C, 5 min)

Připojení primerů
na řetězce DNA

(30 - 65 °C, 1 min)

Denaturace pro separaci
řetězců DNA
(94 °C, 30 s) Syntéza nových řetězců

DNA polymerázou
(72 °C, 45s - 2 min)

25 – 35 ×

Pcr.exe
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Schéma PCR
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Počet nově
syntetizovaných 
molekul dsDNA při 
jednotlivých cyklech 

PCR
2n - 1

Cyklus číslo
Počet nových 

dvouřetězcových 
molekul

1 1
2 3
3 7
4 15
5 31
6 63
7 127
8 255
9 511
10 1 023
11 2 047
12 4 095
13 8 191
14 16 383
15 32 767
16 65 535
17 131 071
18 262 143
19 524 287
20 1 048 575
21 2 097 151
22 4 194 303
23 8 388 607
24 16 777 215
25 33 554 431
26 67 108 863
27 134 217 727
28 268 435 455
29 536 870 911
30 1 073 741 823
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KONCENTRACE JEDNOTLIVÝCH SLOŽEK 
PŘI STANDARNÍ PCR REAKCI

�� DNA.DNA. Pro standardnPro standardníí PCR se doporuPCR se doporuččuje nuje náásledujsledujííccíí mnomnožžstvstvíí DNA DNA 
podle velikosti templpodle velikosti templáátu:tu:
�� lidsklidskáá genomovgenomováá DNA: 100 DNA: 100 -- 500 500 ngng
�� bakteribakteriáálnlníí DNA:DNA: 1 1 –– 10 10 ngng
�� plazmidovplazmidováá DNA:DNA: 0,1 0,1 –– 1 1 ngng

�� Primery.Primery. Sekvence a koncentrace primeru významnSekvence a koncentrace primeru významněě ovlivovlivňňuje výsledek uje výsledek 
PCR. PCR. 
�� OptimOptimáálnlníí koncentrace je mezi 0,1 a 0,6 koncentrace je mezi 0,1 a 0,6 µµM.  M.  
�� U nU něěkterých systkterých systéémmůů mmůžůže vye vyššíšší koncentrace (akoncentrace (ažž 1 1 µµM) zlepM) zlepššit it 

výsledky. výsledky. 
�� NiNižžšíší koncentrace vede k pkoncentrace vede k přřededččasnasnéému vymu vyččerperpáánníí primerprimerůů a sna sníížženeníí

výtvýtěžěžku.ku.
�� dNTPdNTP.. VýslednVýslednáá koncentrace se mkoncentrace se můžůže pohybovat v rozmeze pohybovat v rozmezíí 50 50 –– 500 500 µµM M 

(pro ka(pro kažždý nukleotid) dý nukleotid) 
�� NejbNejběžěžnněějjšíší koncentrace koncentrace dNTPdNTP je 200 je 200 µµM. PM. Přři zvýi zvýššeneníí koncentrace koncentrace 

dNTPdNTP je tje třřeba zvýeba zvýššit koncentraci Mgit koncentraci Mg2+2+ iontiontůů..



12

�� MgClMgCl22.. VolnVolnéé Mg2+ ionty ovlivMg2+ ionty ovlivňňujujíí aktivitu enzymu a zvyaktivitu enzymu a zvyššujujíí hodnotu hodnotu 
TTmm u dsDNA. u dsDNA. 
�� Pro dosaPro dosažženeníí nejlepnejlepšíšího výsledku vho výsledku vžždy stanovujeme koncentraci dy stanovujeme koncentraci 

MgMg2+2+ experimentexperimentáálnlněě. . 
�� OptimOptimáálnlníí koncentrace mkoncentrace můžůže kole kolíísat od 1 sat od 1 mMmM do 5 mM. do 5 mM. 
�� NejNejččastejiasteji poupoužžíívanvanáá koncentrace je 1,5 koncentrace je 1,5 mMmM (pro 200 (pro 200 µµM M dNTPdNTP).).
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�� DNA DNA polymerpolymeráázaza..
�� ObvyklObvykláá koncentrace je 0,5 koncentrace je 0,5 –– 2,5 jednotek / 50 2,5 jednotek / 50 µµl.l.

�� pHpH je danje danéé reakreakččnníím m pufrempufrem, obvykle odpov, obvykle odpovííddáá pHpH 8,3 8,3 –– 9,0.9,0.
�� PPřříídatndatnéé lláátkytky mohou v nmohou v něěkterých pkterých přříípadech ovlivnit padech ovlivnit úúččinnost a innost a 

specifispecifiččnost PCR reakce. Jejich vliv se obvykle urnost PCR reakce. Jejich vliv se obvykle urččuje uje 
experimentexperimentáálnlněě::
�� albumin z bovinnalbumin z bovinníího sho sééra (BSA) (100 ra (BSA) (100 ngng/50 /50 µµl)l)
�� dimetylsulfoxiddimetylsulfoxid (DMSO) (2(DMSO) (2-- 10 % v/v) 10 % v/v) –– redukce nespecifickredukce nespecifickéé

vazby primeruvazby primeru
�� detergenty (Triton Xdetergenty (Triton X--100, 100, TweenTween 20)20)
�� betainbetain (0,5 (0,5 –– 2 M)2 M)
�� žželatinaelatina
�� glycerol (1 glycerol (1 –– 5 % v/v)5 % v/v)
�� spermidinspermidin
�� protein 32 genu protein 32 genu ffáágaga T4T4

�� MinerMineráálnlníí olejolej –– zabrazabraňňuje vypauje vypařřovováánníí bběěhem reakcehem reakce

optimalizace PCR přídatnými látkami:
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Struktura Taq DNA polymerázy
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BEZCHYBNOST SYNTÉZY
�� Replikace s Taq DNAReplikace s Taq DNA--polymerpolymeráázouzou neprobneprobííhháá bezchybnbezchybněě, DNA, DNA--polymerpolymeráázaza ppřřííleležžitostnitostněě zazařřazuje do novazuje do nověě syntetizovaných syntetizovaných řřetetěězczcůůchybnchybnéé (nekomplement(nekomplementáárnrníí) nukleotidy. ) nukleotidy. 
�� BuBuňňka mka máá schopnost tyto bschopnost tyto bááze odstraze odstraňňovat opravnými ovat opravnými mechanizmy.mechanizmy.
�� In vitroIn vitro Taq DNATaq DNA--polymerpolymeráázeze tato vlastnost chybtato vlastnost chybíí..

�� Frekvence Frekvence chbnchbnééhoho zazaččleleňňovováánníí za podmza podmíínek amplifikace nek amplifikace in vitroin vitro je je asi 2asi 2××1010--44..
�� ChybnChybnéé zazaččleleňňovováánníí je dje důůleležžititéé, pokud jsou PCR produkty , pokud jsou PCR produkty klonovklonováány, nebony, neboťť kakažždý klon je odvozen z jedndý klon je odvozen z jednéé molekuly DNA. molekuly DNA. ChybnChybněě zazaččlenleněěnnéé bbááze ze (mutace) potom obsahuje (mutace) potom obsahuje celceléé potomstvo.potomstvo.
�� ŘŘeeššeneníí problprobléému: poumu: použžititíídvojice DNA dvojice DNA polymerpolymeráázz, , z nichz nichžž jedna mjedna máá opravnopravnéémechanizmy (mechanizmy (proofreadingproofreading).).
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Základní optimalizace PCR

�� Zpravidla se optimalizujeZpravidla se optimalizuje
�� Teplota pro pTeplota pro přřipojenipojeníí primeru v primeru v termocyklerutermocykleru s teplotns teplotníím m 

gradientemgradientem
�� Koncentrace MgClKoncentrace MgCl22

NiNižžšíší sstringenctringencee

FormamidFormamid
EnzymEnzym, Primer, Primer
KClKCl
MgClMgCl22

Teplota pro pTeplota pro přřipojenipojeníí
primeruprimeru

VyVyššíšší sstringenctringenceeSloSložžkaka
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Stanovení teploty pro připojení primeru
�� Teplota pro pTeplota pro přřipojenipojeníí primeru (primeru (annealingannealing temperaturetemperature) zkr. ) zkr. TTaa. . Teplota pouTeplota použžíívanvanáá pro teplotnpro teplotníí hybridizaci molekul primeru a hybridizaci molekul primeru a 

matricovmatricovéé DNA in vitro. OptimDNA in vitro. Optimáálnlníí teplota pro pteplota pro přřipojenipojeníí
primeru pprimeru přři PCR se vypoi PCR se vypoččííttáá podle vztahu:podle vztahu:

kde kde TTmm PrimerPrimer je hodnota Tje hodnota Tmm nejmnejméénněě stabilnstabilníího pho pááru primerru primer--
matrice a matrice a TTmm ProduktProdukt je hodnota Tje hodnota Tmm amplifikaamplifikaččnníího produktu.ho produktu.

�� OrientaOrientaččnněě lze vypolze vypoččíítat Ttat Taa podle vztahu: podle vztahu: 
TTaa = 2(A+T) + 4(G+C) = 2(A+T) + 4(G+C) –– 5 5 °°C = C = TTmm –– 5 5 °°CC

257,03,0 ProduktPrimer −×+×= mma TTT
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Hodnota Tm
�� TTmm zzáávisvisíí na tna třřech ech 

zzáákladnkladníích faktorech:ch faktorech:
�� ZastoupenZastoupeníí bbáázzíí
�� SloSložženeníí roztokuroztoku

�� Koncentrace solKoncentrace solíí
�� pHpH

�� DDéélka molekuly DNAlka molekuly DNA
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NÁVRH PRIMERŮ PRO STANDARDNÍ PCR

�� 18 18 –– 25 b25 báázzíí dlouhdlouhéé
�� neobsahujneobsahujíí vnitvnitřřnníí sekundsekundáárnrníí strukturystruktury
�� obsahujobsahujíí 40 40 –– 60 % G+C60 % G+C
�� majmajíí rovnomrovnoměěrnou distribuci oblastrnou distribuci oblastíí bohatých na G/C a bohatých na G/C a 
A/T pA/T pááryry

�� nejsou komplementnejsou komplementáárnrníí navznavzáájem na 3jem na 3’’--konckoncíích, takch, takžže e 
nevytvnevytváářřejejíí navznavzáájem nebo samy se sebou duplexyjem nebo samy se sebou duplexy

�� na matricovna matricovéé DNA nemajDNA nemajíí falefaleššnnáá vazebnvazebnáá mmíístasta
�� majmajíí TTmm teplotu 55 teplotu 55 –– 65 65 °°CC
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Pro návrh primerů se obvykle používá
specializovaný software (některý je volně

dostupný na internetu).
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PŘÍKLADY STRUKTUR VYTVÁŘENÝCH PRIMERY, 
KTERÉ JE NUTNÉ ZOHLEDNIT PŘI JEJICH NÁVRHU
�� ChybnChybněě navrnavržženenáá dvojice primerdvojice primerůů, kter, kteráá vytvvytváářříí stabilnstabilnííduplex na 3duplex na 3’’--konci: konci: 

�� SprSpráávnvněě navrnavržženenáá dvojice primerdvojice primerůů, kter, kteráá vytvvytváářříí pouze pouze mmáálo stabilnlo stabilníí duplexduplex na 5na 5’’--konci;konci; na 3na 3’’--konci je G nebo C konci je G nebo C zaruzaruččujujííccíí stabilnstabilníí ppáárovrováánníí ss templtempláátem:tem:

�� ChybnChybněě navrnavržžený primer, vytvený primer, vytváářřejejííccíí vlvláásenku:  senku:  
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�� NesprNespráávnvněě navrnavržžený primer sený primer s falefaleššnými vazebnými mnými vazebnými míísty sty 
na templna templáátovtovéé DNA: DNA: 

�� SprSpráávnvněě navrnavržžený primer, který nemený primer, který nemáá falefaleššnnáá vazebnvazebnáá
mmíísta na templsta na templáátu: tu: 
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„HOT START“ PCR
�� „„HotHot--startstart““ PCR významnPCR významněě ovlivovlivňňuje specifiuje specifiččnost, citlivost nost, citlivost 

a výta výtěžěžek reakceek reakce
�� Princip:Princip:

�� PPřři i „„hothot--startstart““ PCR jsou urPCR jsou urččititéé slosložžky reakky reakččnníí smsměěsi si 
oddodděěleny od ostatnleny od ostatníích, dokud teplota ve zkumavce ch, dokud teplota ve zkumavce 
nepnepřřekroekroččíí optimoptimáálnlníí teplotu pro pteplotu pro přřipojenipojeníí primeru primeru 
(obvykle 55 (obvykle 55 °°-- 65 65 °°C). C). 

�� DNA DNA polymerpolymeráázaza je v tje v tééto nekompletnto nekompletníí reakreakččnníí smsměěsi si 
nefunknefunkččnníí..

�� NedochNedocháázzíí k prodluk prodlužžovováánníí nespecificky navnespecificky naváázaných zaných 
primerprimerůů bběěhem doby nehem doby nežž je dosaje dosažžena teplota Tena teplota Taa..
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�� Separace dSeparace důůleležžitých sloitých složžek reakek reakččnníí smsměěsi je dosasi je dosažžena ena nněěkterým z nkterým z náásledujsledujííccíích zpch způůsobsobůů::
�� ManuManuáálnlněě

�� NNěěkterkteréé slosložžky jako DNA ky jako DNA polymerpolymeráázaza nebo Mgnebo Mg2+2+ jsou vynechjsou vynecháány v pny v půůvodnvodníí
reakreakččnníí smsměěsi a psi a přřididáány manuny manuáálnlněě po dosapo dosažženeníí teploty teploty 
> 70 > 70 °°C. Nevýhodou je moC. Nevýhodou je možžnost kontaminace a monost kontaminace a možžnnáá ztrztrááta ta 
reprodukovatelnosti.reprodukovatelnosti.

�� FyzikFyzikáálnlníí separaceseparace
�� ReakReakččnníí komponenty jsou rozdkomponenty jsou rozděěleny do dvou smleny do dvou směěssíí, kter, kteréé jsou oddjsou odděěleny leny 

baribariéérou (voskovrou (voskováá ppřřepepáážžka, nebo voskovka, nebo voskovéé korkoráálky obsahujlky obsahujííccíí MgClMgCl22). ). 
BBěěhem pohem poččááteteččnníí denaturace vosk roztaje a umodenaturace vosk roztaje a umožžnníí smsmííchcháánníí reakreakččnníích ch 
slosložžek.ek.

�� ProtilProtiláátky proti DNA tky proti DNA polymerpolymeráázeze
�� PPřříídavek teplotndavek teplotněě nestabilnnestabilníích protilch protiláátek umotek umožžnníí popoččááteteččnníí inaktivaciinaktivaci

polymerpolymeráázy.zy.
�� ChemickChemickáá modifikace polymermodifikace polymeráázyzy

�� PPřříídavek teplotndavek teplotněě nestabilnnestabilníích lch láátek, ktertek, kteréé se vse váážžou na urou na urččititéé
aminokyselinovaminokyselinovéé zbytky blokujzbytky blokujíí enzym (ten je potom penzym (ten je potom přři pokojovi pokojovéé teplotteplotěě
inaktivninaktivníí). K aktivaci enzymu doch). K aktivaci enzymu docháázzíí ppřři poi poččááteteččnníí denaturaci (denaturaci („„FastStartFastStart
Taq DNA Taq DNA polymerpolymeráázaza““).).

�� DalDalšíší inhibitoryinhibitory
�� napnapřř. oligonukleotidy specificky se v. oligonukleotidy specificky se váázajzajííccíí na polymerna polymeráázuzu
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DETEKCE AMPLIFIKOVANÉHO PRODUKTU PCR
1.1. StanovenStanoveníí fyzikfyzikáálnlníí velikosti produktu velikosti produktu gelovou elektroforgelovou elektroforéézou (zou (agaragaróózaza, , polyakrylamidpolyakrylamid). Detekce obarven). Detekce obarveníím a m a pozorovpozorováánníí pod UV svpod UV svěětlem.tlem.
2.2. ŠŠttěěpenpeníí produktu restrikproduktu restrikččnníími enzymy a mi enzymy a posouzenposouzeníí spektra vznikajspektra vznikajííccíích restrikch restrikččnníích ch fragmentfragmentůů (PCR(PCR--RFLP)RFLP)
3.3. ElektroforetickElektroforetickáá separace produktseparace produktůů za za specifických podmspecifických podmíínek pro detekci nek pro detekci sekvensekvenččnníích polymorfizmch polymorfizmůů

�� DGGE DGGE –– denaturadenaturaččnníí gradientovgradientováá gelovgelovááelektroforelektroforéézaza
�� SSCP SSCP –– analýza polymorfizmu analýza polymorfizmu konformacekonformacejednojednořřetetěězcových foremzcových forem

Příklad standardní
gelové elektroforézy 
s produkty PCR 
v agarózovém gelu.
1 = hmotnostní st.
2 - 4 = produkty PCR
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DETEKCE AMPLIFIKOVANÉHO PRODUKTU PCR
4.4. hybridizachybridizacíí s neradioaktivns neradioaktivněě znaznaččenou sondou enou sondou 
komplementkomplementáárnrníí k k ččáásti sekvence sti sekvence 
amplifikovanamplifikovanééhoho úúseku a detekcseku a detekcíí
enzymoimunoanalýzouenzymoimunoanalýzou v v mikrotitramikrotitraččnníí destidestiččce ce 
(PCR(PCR--EIA/ELISA), hybridizaEIA/ELISA), hybridizaččnníí sonda msonda můžůže být e být 
nnááslednsledněě amplifikovamplifikováána (PCRna (PCR--OLA)OLA)

5.5. imobilizacimobilizacíí PCRPCR--produktproduktůů na membrna membráánněě a a 
teteččkovou hybridizackovou hybridizacíí se znase značčenými enými alelovalelověě--
specifickými oligonukleotidy (ASO) nebo zpspecifickými oligonukleotidy (ASO) nebo zpěětnou tnou 
teteččkovou hybridizackovou hybridizacíí ss rrůůznými ASO znými ASO 
imobilizovanými na membrimobilizovanými na membráánněě,,

6.6. hybridizachybridizacíí na DNAna DNA--ččipech,ipech,
7.7. stanovenstanoveníím sekvence DNA.m sekvence DNA.
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Kontaminace při PCR
�� VynikajVynikajííccíí citlivost PCR mcitlivost PCR můžůže být ovlivne být ovlivněěna kontaminacna kontaminacíí i jedinou molekulou i jedinou molekulou exogennexogenníí nebo neznnebo neznáámméé DNA. DNA. 
�� Pro minimalizaci falePro minimalizaci faleššných pozitivnných pozitivníích výsledkch výsledkůů je doporuje doporuččeno:eno:

�� poupoužžíívváánníí autoklautokláávovanýchvovaných roztokroztokůů
�� fyzikfyzikáálnlníí separace pouseparace použžíívaných PCRvaných PCR--reagencireagenciíí od templod templáátovtovéé DNA a DNA a PCRPCR--produktproduktůů
�� ppřřííprava reagenciprava reagenciíí i vzorki vzorkůů do alikvotndo alikvotníích ch ččááststíí
�� poupoužžíívváánníí UVUV--svsvěětla ktla k odstranodstraněěnníí exogennexogenníích nukleových kyselin na ch nukleových kyselin na pracovnpracovníí ploploššee
�� poupoužžíívváánníí jednorjednoráázových rukaviczových rukavic
�� ppřřididáávváánníí DNA do reakce jako poslednDNA do reakce jako posledníí
�� pepeččlivliváá volba pozitivnvolba pozitivníích, negativnch, negativníích a vnitch a vnitřřnníích kontrolch kontrol

�� VylouVylouččeneníí kontaminace je dkontaminace je důůleležžititéé zejmzejmééna tam, kde je potna tam, kde je potřřeba poueba použžíít t vysokvysokéého poho poččtu amplifikatu amplifikaččnníích cyklch cyklůů, aby bylo dosa, aby bylo dosažženo poeno požžadovanadovanéého ho produktuproduktu
�� nníízkokopiovýchzkokopiových templtemplááttůů DNADNA
�� degradovaných vzorkdegradovaných vzorkůů. . 

�� VV ppřříípadpaděě pochybnostpochybnostíí je nejlepje nejlepšíším pm přříístupem opakovstupem opakováánníí experimentu experimentu ss úúzkostlivou pozornostzkostlivou pozornostíí kk detaildetailůům a kontrolm a kontroláám. m. 
�� Jako zdroj kontaminace DNA je nejJako zdroj kontaminace DNA je nejččastastěěji uvji uváádděěn:n:

�� ppřřenos kontaminujenos kontaminujííccíí DNA zDNA z ddřřííve amplifikovaných produktve amplifikovaných produktůů PCR,PCR,
�� vzvzáájemnjemnáá kontaminace zdrojových materikontaminace zdrojových materiáállůů,,
�� kontaminace kontaminace plazmidemplazmidem zz rekombinantnrekombinantnííhoho klonu, který obsahuje cklonu, který obsahuje cíílovou lovou sekvenci.sekvenci.
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Jako prevence před přenosem kontaminující DNA je v reakční směsi 
rutinně používána náhrada dTTP za dUTP. Následným působením 
uracil-N-glykosylázy na reakční směs před zahájením amplifikace. 
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�� AlternativnAlternativněě lze amplifikalze amplifikaččnníí produkty PCR produkty PCR inaktivovatinaktivovat
fotochemicky pomocfotochemicky pomocíí derivderivááttůů psoralenupsoralenu nebo nebo 
isopsoralenuisopsoralenu,,

�� FurokumarinovFurokumarinovéé slouslouččeniny eniny interkalujinterkalujííccíí se mezi pse mezi pááry bry báázzíí
DNA. DNA. 

�� Pokud jsou tyto lPokud jsou tyto láátky excitovtky excitováány UVny UV--svsvěětlem o vlnovtlem o vlnovéé
ddéélce 320lce 320--400 400 nmnm, kovalentn, kovalentněě se vse váážžou na nukleovou na nukleovéé
kyseliny a tvokyseliny a tvořříí cyklobutanovcyklobutanovéé aduktyadukty ss pyrimidinovýmipyrimidinovými
bbáázemi, kterzemi, kteréé blokujblokujíí reakci sreakci s DNADNA--polymerpolymeráázouzou
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ŘEŠENÍ PROBLÉMŮ PŘI STANDARDNÍ PCR

�� PouPoužžíít primery, ktert primery, kteréé amplifikujamplifikujíí kratkratšíší
úúsekyseky

�� PPřřidat pomocnidat pomocnéé lláátky (DMSO)tky (DMSO)
�� Optimalizovat koncentraci MgOptimalizovat koncentraci Mg2+2+

�� PPřřipravit nový ipravit nový templtempláátt
�� Zamezit Zamezit ččastastéému zmrazovmu zmrazováánníí a a 

rozmrazovrozmrazováánníí templtempláátutu

NNíízkzkáá kvalita templkvalita templáátu tu 
(degradovaný, (degradovaný, 
kontaminovaný, kontaminovaný, 
obsahujobsahujííccíí inhibitiryinhibitiry))

�� Testovat reakci s pozitivnTestovat reakci s pozitivníí kontrolou a kontrolou a 
funkfunkččnníími primerymi primery

�� ZaZaččíít s novými roztoky, Ht s novými roztoky, H22O a enzymemO a enzymem

RuznRuznéé faktoryfaktory

�� Optimalizovat koncentraci primeruOptimalizovat koncentraci primeru
�� Navrhnout primer s novou sekvencNavrhnout primer s novou sekvencíí

Koncentrace primeru Koncentrace primeru 
nebo jeho sekvencenebo jeho sekvence

�� ZvýZvýššit koncentraci templit koncentraci templáátovtovéé DNADNANNíízkzkáá koncentrace koncentrace 
templtempláátutu

�� Kontrola nastavenKontrola nastaveníí cyklcyklůůTeplotnTeplotníí podmpodmíínkynky
�� Kontrola koncentrace jednotlivých sloKontrola koncentrace jednotlivých složžekekNevyvNevyváážženenáá reakcereakceNevznikNevznikáá

produktprodukt

DoporuDoporuččenenííMoMožžnnáá ppřřííččinainaProblProbléémm
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ŘEŠENÍ PROBLÉMŮ PŘI STANDARDNÍ PCR

VznikajVznikajíí
ččetnetnéé
nespecificknespecifickéé
produktyprodukty

NevznikNevznikáá
produktprodukt

Produkt nenProdukt neníí
ččistýistý

�� PouPoužžíít vyt vyššíšší teplotu Tteplotu Taa
�� Optimalizovat koncentraci primerOptimalizovat koncentraci primerůů
�� PouPoužžíít t „„hothot startstart““
�� NarhnoutNarhnout novnovéé primeryprimery

NespecifickNespecifickáá vazba vazba 
primeruprimeru

�� Kontrola koncentrace sloKontrola koncentrace složžek reakceek reakce
�� Optimalizovat koncentraci MgOptimalizovat koncentraci Mg2+2+

�� Optimalizovat koncentraci primerOptimalizovat koncentraci primerůů
�� SnSníížžit poit poččet cyklet cyklůů
�� SnSníížžit koncentraci templit koncentraci templáátutu

VznikVznikáá sekundsekundáárnrníí
amplifikaamplifikaččnníí
produktprodukt

�� PouPoužžíívat pozitivnvat pozitivníí kontrolukontrolu
�� ZvýZvýššit poit poččet cyklet cyklůů
�� ZvýZvýššit koncentraci enzymuit koncentraci enzymu
�� PouPoužžíít jinou polymert jinou polymeráázuzu

NNíízkzkáá úúččinnost innost 
polymerpolymeráázyzy

DoporuDoporuččenenííMoMožžnnáá ppřřííččinainaProblProbléémm
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VYUŽITÍ METODY PCR
1.1. ZZáákladnkladníí výzkumvýzkum

�� izolace genizolace genůů nebo jejich nebo jejich ččááststíí
�� sekvencovsekvencováánníí DNADNA
�� mutagenezamutageneza in vitroin vitro
�� modifkacemodifkace konckoncůů DNADNA
�� analýza (selekce) klonanalýza (selekce) klonůů z z 

genových knihovengenových knihoven
�� ppřřííprava znaprava značčených sondených sond

2.2. Aplikovaný genetický výzkumAplikovaný genetický výzkum
�� prenatprenatáálnlníí diagnostika diagnostika 

(d(děědidiččných chorob)ných chorob)
�� detekce mutacdetekce mutacíí v genechv genech
�� studium polymorfizmu genstudium polymorfizmu genůů

(nap(napřř. RAPD). RAPD)
�� populapopulaččnníí genetikagenetika

3.3. VyuVyužžititíí v klinických v klinických 
disciplindisciplinááchch
�� detekce patogenndetekce patogenníích ch 

mikroorganismmikroorganismůů (bakt(baktééririíí, vir, virůů, , 
prvokprvokůů, hub) , hub) 

�� identifikace identifikace onkogenonkogenůů
�� typizace ntypizace náádordorůů
�� stanovenstanoveníí pohlavpohlavíí

4.4. VyuVyužžititíí v praxiv praxi
�� archeologiearcheologie
�� soudnictvsoudnictvíí
�� kriminalistikakriminalistika
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PCR amplifikace se používá k detekci 
bakteriálních a virových infekcí

�� KonvenKonvenččnníí diagnostickdiagnostickéé metody jsou zalometody jsou založženy na schopnosti eny na schopnosti vypvypěěstovat organismy v kultustovat organismy v kultuřře nebo detekovat jejich pe nebo detekovat jejich přříítomnost v tomnost v pacientu za poupacientu za použžititíí protilprotiláátek. tek. 
�� vyvyžžaduje naduje něěkolik týdnkolik týdnůů ((mykobakteriemykobakterie))
�� nněěkdy metoda mkdy metoda máálo citlivlo citliváá (protil(protiláátky)tky)

�� ZvlZvlášáštntníí význam mvýznam máá PCR pPCR přři diagnostice viri diagnostice virůů, nap, napřř. HIV. . HIV. 
�� CCíílem je lem je detegovatdetegovat infikovaninfikovanéé bubuňňky na pozadky na pozadíí mnohonmnohonáásobnsobněěpopoččetnetněějjšíších neinfikovaných bunch neinfikovaných buněěk. k. 
�� Detekce odhalDetekce odhalíí HIV inkorporovanHIV inkorporovanéé v buv buňňkkáách. Pch. Přříítomnost virovtomnost virovééRNA naznaRNA naznaččuje aktivnuje aktivníí infekci, a to lze prokinfekci, a to lze prokáázat provedenzat provedeníím PCR m PCR za pouza použžititíí cDNA jako cDNA jako templtemplááttůů vytvovytvořřených  pomocených  pomocíí RT z RNA RT z RNA infikovaných buninfikovaných buněěk.k.

�� U tuberkulU tuberkulóózy je pomoczy je pomocíí PCR prokazovPCR prokazováán nn něěkterý z vysoce který z vysoce konzervativnkonzervativníích gench genůů (sekvenc(sekvencíí) ) mykobakterimykobakteriíí pomocpomocíí primerprimerůůppřřipravených k tipravených k těěmto sekvencmto sekvencíím. m. AmplifikovanýAmplifikovaný fragment je pak fragment je pak hybridizovhybridizováán se sondami vysoce specifickými pro daný kmen (druh). n se sondami vysoce specifickými pro daný kmen (druh). TTíímto postupem je momto postupem je možžno detekovat i jen 10 bacilno detekovat i jen 10 bacilůů v 10v 1066eukaryotických buneukaryotických buněěk. k. 
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PCR je používána k monitorování terapie rakoviny
�� NNěěkterkteréé formy formy rakorako--

viny vznikajviny vznikajíí jakojako
výsledek výsledek chromozochromozo--
movýchmových translokactranslokacíí
týkajtýkajííccíích se znch se znáámýchmých
gengenůů. Nap. Napřř. existuje. existuje
translokace mezitranslokace mezi
chromozomy 14 a 18chromozomy 14 a 18
u folikulu folikuláárnrníího lymfomu. ho lymfomu. 

�� Techniky PCR jsou Techniky PCR jsou 
schopny detekovatschopny detekovat
jedinou bujedinou buňňku z 10ku z 1066

normnormáálnlníích bunch buněěk, tedyk, tedy
daleko citlivdaleko citlivěěji neji nežž
hybridizahybridizaččnníí metody. metody. 

�� Dva PCR primery seDva PCR primery se
vyberou ze sekvencvyberou ze sekvencíí
sousedsousedííccíích s mch s míísty zlomu na kasty zlomu na kažžddéém chromozomu. Pak pouze v bum chromozomu. Pak pouze v buňňkkáách, kde ch, kde 
probproběěhla translokace, dojde k amplifikaci a vznikne fragment hla translokace, dojde k amplifikaci a vznikne fragment konstatnkonstatníí ddéélky.lky.

�� PodobnPodobnáá strategie byla poustrategie byla použžita k detekci ita k detekci leukemileukemiíí za pouza použžititíí mRNA jako výchozmRNA jako výchozíího ho 
materimateriáálu. To mlu. To máá výhodu v tom, výhodu v tom, žže mRNA pe mRNA přředstavuje jiedstavuje jižž amplifikaamplifikaččnníí produkt  produkt  
dandanéého genu genomovho genu genomovéé DNA.DNA.
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PCR je používána ke 
stanovení pohlaví u 
prenatálních buněk

�� ŠŠirokou oblastirokou oblastíí vyuvyužžititíí PCR je prenatPCR je prenatáálnlníí
diagnostika obecndiagnostika obecněě. . 

�� Pro choroby dPro choroby děědděěnnéé na Xna X--chromozomum chromozomum 
kterkteréé postihujpostihujíí pouze samce, je stanovenpouze samce, je stanoveníí
pohlavpohlavíí prvnprvníím krokem. To je mom krokem. To je možžnnéé proto, proto, 
žže samci nesou pouze jeden X a jeden Y e samci nesou pouze jeden X a jeden Y 
chromozom, obsahujchromozom, obsahujííccíí jedinejedineččnnéé sekvence. sekvence. 

�� PPřři oplozeni oplozeníí in vitroin vitro se odebere jedna buse odebere jedna buňňka ka 
z ranz ranéé zygoty pomoczygoty pomocíí mikromanipulmikromanipuláátorutoru, , 
vyizolujevyizoluje se DNA a ta se se DNA a ta se popdorbpopdorbíí
amplifikaci pomocamplifikaci pomocíí specifických primerspecifických primerůů. . 
ProkProkáážže se amplifikae se amplifikaččnníí fragment. Výsledku fragment. Výsledku 
se pak vyuse pak využžíívváá v genetickv genetickéém poradenstvm poradenstvíí ppřři i 
výbvýběěru samiru samiččíích embrych embryíí pro implantaci.pro implantaci.
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Analýza genové vazby 
s využitím jednotlivých spermií
a)a) Polohy Polohy lokusulokusu genu pro genu pro paratyroidnparatyroidnííhormon (PTH) a hormon (PTH) a lokusulokusu GgGg--globinovglobinovééhoho genu (HBG2) se nachgenu (HBG2) se nacháázejzejíína krna kráátktkéém rameni lidskm rameni lidskéého ho chromozomu 11. chromozomu 11. 
b)b) JednotlivJednotlivéé spermie se pspermie se přřenesou do enesou do zkumavek, amplifikace obou zkumavek, amplifikace obou lokuslokusůůprobproběěhne souhne souččasnasněě za pouza použžititíí dvou sad dvou sad primerprimerůů
c)c) ReakReakččnníí produkty se nanesou na produkty se nanesou na nitrocelulnitrocelulóózový filtr a jsou testovzový filtr a jsou testováány ny probamiprobami specifickými pro kaspecifickými pro kažždou ze dou ze ččtytyřř momožžných ných alelalel, , AA a a aa pro PTH a pro PTH a BB a a 

bb pro HBG2. Výsledek hybridizace je pro HBG2. Výsledek hybridizace je vizualizovvizualizováánana autoradiografickyautoradiograficky..
d)d) Z Z autoradiogramuautoradiogramu lze odelze odeččííst st haplotypyhaplotypykakažžddéé ze spermize spermiíí, z nich pak vypo, z nich pak vypoččíítat tat frekvenci rekombinace mezi obfrekvenci rekombinace mezi oběěma ma lokusylokusy a stanovit genetickou vzda stanovit genetickou vzdáálenost lenost mezi nimi.mezi nimi.

FACS (Fluorescence 
Activated Cell Sorter)
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Kvantitativní PCR (qPCR)
�� PolymerPolymeráázovzováá řřetetěězovzováá reakce reakce sledovansledovanáá v rev reáálnlnéém m ččase (ase (realreal--timetime PCR, online PCR, PCR, online PCR, kinetickineticPCR, PCR, quantitativequantitative PCR, zkr. QPCR, zkr. Q--PCR). PCR). 
�� Varianta PCR umoVarianta PCR umožňžňujujííccííppřříímou kvantifikaci PCRmou kvantifikaci PCR--produktu v reproduktu v reáálnlnéém m ččasease
�� provprovááddíí se prostse prostřřednictvednictvíím m detekce a kvantifikace detekce a kvantifikace fluorescenfluorescenččnníího signho signáálu ve lu ve specispeciáálnlníím pm přříístrojovstrojovéém m zazařříízenzeníí, kter, kteréé umoumožňžňujeuje

�� cyklickcyklickéé ststřřííddáánníí teplot teplot 
�� detekci fluorescencedetekci fluorescence
�� monitorovmonitorováánníí postupu PCR postupu PCR vv rereáálnlnéém m ččase bez nutnosti ase bez nutnosti detekovat PCRdetekovat PCR--produkty produkty elektroforeticky elektroforeticky 



38

�� Pro kvantitativnPro kvantitativníí detekci produktu vdetekci produktu v prprůůbběěhu hu qPCRqPCR existujexistujíí nnáásledujsledujííccíímetody:metody:
�� Na DNA se vNa DNA se váázajzajííccíí interkalainterkalaččnníí barvivabarviva

�� SYBR SYBR greengreen II
�� Na menNa menšíší žžlláábek dsDNA se vbek dsDNA se váázajzajííccíí barvivabarviva

�� BEBOBEBO
�� Technologie vyuTechnologie využžíívajvajííccíí fluorescenfluorescenččnníí výmvýměěnyny

�� dvakrdvakráát fluorescent fluorescenččnněě znaznaččenenéé sondy vsondy váázajzajííccíí se na stse na střřednednííččáást st amplifikovanamplifikovanééhoho produktuproduktu
•• TaqManTaqMan
•• MolekulMolekuláárnrníí majmajáákyky
•• QZymeQZyme

�� jedenkrjedenkráát fluorescent fluorescenččnněě znaznaččenenéé sondy nebo primerysondy nebo primery
•• FRETFRET
•• LUXLUX
•• PNAPNA

�� dvakrdvakráát fluorescent fluorescenččnněě znaznaččenenéé primeryprimery
•• AmpliFluorAmpliFluor
•• ScorpionsScorpions

Metody kvantitativní detekce produktu
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Na DNA se vázající interkalační barviva

�� Pro kvantifikaci Pro kvantifikaci amplikonamplikonůů se se bběžěžnene poupoužžíívajvajíí fluorescenfluorescenččnnííkyaninovkyaninováá barvivabarviva SYBRSYBR®® GreenGreen, kter, kteráá fluoreskujfluoreskujíí po vazbpo vazběě na na dsDNA. dsDNA. 
�� Fluorescence SYBR Fluorescence SYBR greengreen I je po vazbI je po vazběě na DNA ana DNA ažž 10001000×× vyvyššíšší
�� FluorescenFluorescenččnníí signsignáál se zvyl se zvyššuje se vzruje se vzrůůstajstajííccíím mnom množžstvstvíím PCRm PCR--produktu. produktu. 
�� SignSignáál se ml se měřěříí na konci elongace nebo kontinuna konci elongace nebo kontinuáálnlněě. . 
�� Na DNA se vNa DNA se váázajzajííccíí barviva nemohou být poubarviva nemohou být použžita u mnohonita u mnohonáásobných sobných reakcreakcíí
�� HlavnHlavníím omezenm omezeníím je nemom je nemožžnost odlinost odliššeneníí nespecifických produktnespecifických produktůů. . 
�� NespecifickNespecifickéé signsignáály tvoly tvořřenenéé dimerydimery primerprimerůů mohou být zhmohou být zhášášeny peny přři i poupoužžititíí primerprimerůů znaznaččených specifickými ených specifickými fluoroforyfluorofory..
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Fluorescenční výměny při qPCR
�� Pro znaPro značčeneníí primerprimerůů a hybridizaa hybridizaččnníích sond se pouch sond se použžíívajvajííspecifickspecifickéé molekuly molekuly fluoroforfluoroforůů

�� emitujemitujíí svsvěětlo urtlo urččititéé vlnovvlnovéé ddéélky po plky po přředchozedchozíí absorpci svabsorpci svěětla tla odliodliššnnéé vlnovvlnovéé ddéélkylky
�� emitovanemitovanáá vlnovvlnováá ddéélka svlka svěětla je vtla je vžždy vydy vyššíšší nenežž absorbovanabsorbovanáá

�� DvojitDvojitěě fluorescenfluorescenččnněě znaznaččenenéé sondy obsahujsondy obsahujíí kromkroměěfluoroforu takfluoroforu takéé zhzhášášeečč
�� molekula, ktermolekula, kteráá ppřřijijíímmáá energii zenergii z fluoroforu ve formfluoroforu ve forměě svsvěětla a tla a zpzpůůsobuje jejsobuje jejíí rozptýlenrozptýleníí

�� ve ve formforměě svsvěětlatla ss vyvyššíšší vlnovou dvlnovou déélkou lkou 
�� ve ve formforměě teplatepla

�� kk dosadosažženeníí optimoptimáálnlníího zhho zhášášeneníí je tje třřeba, aby se eba, aby se absorbabsorbččnnííspektrum spektrum zhzhášášeeččee ppřřekrývalo sekrývalo s emisnemisníím spektrem fluoroforu. m spektrem fluoroforu. 
�� VV sousouččasnasnéé dobdoběě existuje mnoho existuje mnoho fluroforfluroforůů ururččených pro ených pro jednobarevnjednobarevnéé nebo vnebo víícebarevncebarevnéé mnohonmnohonáásobnsobnéé detekce detekce polymorfnpolymorfníích sekvencch sekvencíí
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Absorpční a emisní spektra fluoroforů
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�� Jedna z nejJedna z nejččastastěěji pouji použžíívaných dvojic vaných dvojic fluoroforfluoroforůů ppřři metodi metodáách ch FRETFRET
�� donorovýdonorový fluorofor FAM (6fluorofor FAM (6--karboxyfluoresceinkarboxyfluorescein))
�� akceptorovýakceptorový fluorofor TAMRA (5fluorofor TAMRA (5--karboxytetrametylrhodaminkarboxytetrametylrhodamin).).
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TaqMan technologie
�� HybridizaHybridizaččnníí metoda, metoda, 

kterou vyukterou využžíívváá kvantitakvantita--
tivntivníí PCR napPCR napřř. pro . pro 
detekci bodových mutacdetekci bodových mutacíí

�� Oligonukleotid s Oligonukleotid s fluoresfluores--
cencenččnníí znaznaččkoukou
a a zhzhášášeeččemem se vse váážžee
na vnitna vnitřřnníí ččáást st amplifiamplifi--
kovankovanéé sekvencesekvence

�� Pokud primer vytvPokud primer vytváářříí homoduplexhomoduplex
(a), je rozlo(a), je rozložžen en 
55‘‘--exonukleexonukleáázovouzovou aktivitou aktivitou 
DNADNA--polymerpolymeráázy a vznikne zy a vznikne 
fluorescencefluorescence TaqMan.exe
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Molekulární „majáky“
(Beacons ™)

�� OligonukleotidovOligonukleotidovéé sondy sondy detekudeteku--jjííccíí ppřříítomnost nukleovtomnost nukleovéé kyselinykyselinyv homogennv homogenníím roztokum roztoku
�� ObsahujObsahujíí vnitvnitřřnněě zhzhášášený fluorofor,ený fluorofor,jehojehožž fluorescence je obnovena fluorescence je obnovena po vazbpo vazběě na cna cíílovou sekvencilovou sekvenci
�� VytvVytváářřejejíí sekundsekundáárnrníí strukturu strukturu vlvláásenky se smysenky se smyččkoukou

�� SmySmyččka mka máá komplementkomplementáárnrníí sekvenci k csekvenci k cíílovlovéé molekulemolekule
�� KrKráátktkáá stopka je tvostopka je tvořřenenáá obrobráácenou repeticcenou repeticíí

�� Stopka nenStopka neníí homologickhomologickáá s cs cíílovou molekuloulovou molekulou
�� UdrUdržžuje v tuje v těěsnsnéé blblíízkosti na konczkosti na koncíích pch přřipojený fluorofor ipojený fluorofor a a zhzhášášeečč

�� HybridnHybridníí forma s templforma s templáátem je stabilntem je stabilněějjšíší nněžěž volnvolnáá forma forma 
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�� PouPoužžititíí
�� JedenJeden z z nejcitlivnejcitlivěějjšíšíchch chemichemizzmmůů pro pro detekci detekci SNPSNP
�� MonitorovMonitorováánníí kvantitativnkvantitativníí PCRPCR
�� Detekce mRNA v Detekce mRNA v žživých buivých buňňkkááchch

�� VýhodyVýhody
�� VysokVysokáá specificitaspecificita k k ccíílovlovéé sekvencisekvenci
�� MMůžůžee býtbýt levnýlevný ppřřii screeninguscreeningu jednohojednoho ccíílovlovééhoho mmíístasta
�� MoMožžnostnost volbyvolby fluorofluorofforuoru (i multiplex)(i multiplex)

�� NevýhodyNevýhody
�� ObtObtíížžnýný designdesign
�� SpecifickSpecifickéé pouzepouze k k jedinjedinéémumu ccííllovovéémumu mmíístustu
�� DrahDrahéé ppřřii testovtestováánníí jednohojednoho ccíílele v v malmaléémm popoččtutu experimentexperimentůů

�� AplikaceAplikace
�� Detekce Detekce jednonukleotidovýchjednonukleotidových mutacmutacíí v genechv genech
�� Detekce Detekce transgenntransgennííchch organizmorganizmůů
�� Detekce virDetekce virůů (HIV aj.)(HIV aj.)
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�� PPřřííklad deklad dettekceekce SNP s vSNP s vííce variace varianntamitami sondysondy
��systsystéémm vyvyžžadujeaduje duplikduplikáátyty sondsond

��JednobarevnJednobarevnéé
��VVíícebarevncebarevnéé

T
A

C C GG GG
G

T T
A CGA

AC
G GT A AT

T T
T TG

C C C C CA A A
A

Q

Fluorofor

Cílové místo

Zhášeč

Cílová molekula

Molekulární
maják



48

MoBe.exe
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Technologie
BD QZyme
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Technologie sond s přenosem energie 
fluorescenční rezonancí (FRET, Fluorescent

Resonance Energy Transfer)
�� FRET je excitovaný stav FRET je excitovaný stav interakce dvou interakce dvou fluoroforfluoroforůůzzáávislý na vzdvislý na vzdáálenosti, ve lenosti, ve kterkteréém je emise energie z m je emise energie z jednoho fluoroforu (donoru) jednoho fluoroforu (donoru) na 3na 3‘‘--konci prvnkonci prvníí sondy sondy spojenspojenáá s excitacs excitacíí druhdruhéého ho (akceptoru) na 5(akceptoru) na 5‘‘konci konci druhdruhéé sondysondy
�� PPřřenos energie mezi enos energie mezi ligandyligandy se mse můžůže uskutee uskuteččnit nit na vzdna vzdáálenost 10lenost 10--100 100 ÅÅ (1(1--5 nukleotid5 nukleotidůů))
�� Citlivost FRET (zmCitlivost FRET (změěny ny intenzity fluorescence) intenzity fluorescence) mmůžůže detekovat zme detekovat změěny ny vzdvzdáálenostlenostíí 11--2 2 ÅÅ
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Oligo 1: Fluorescein Oligo 2: LC Red 640

FRET sondy

Excitace 470 nm Emise 640 nm

Přenos
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AmpliFluorTM Systém (univerzální primery)
�� AmpliFluorAmpliFluor je univerzje univerzáálnlníí detekdetekččnníí systsystéém umom umožňžňujujííccíí amplifikaci a detekci v amplifikaci a detekci v jednjednéé reakreakččnníí smsměěsisi
�� Metoda je zaloMetoda je založženenáá na inkorporaci na inkorporaci fluorecenfluorecenččnněě znaznaččenenéého primeru s ho primeru s vlvláásenkovousenkovou smysmyččkoukou
�� Primer je navrPrimer je navržžen tak, en tak, žže fluorescene fluorescenččnníí signsignáál je tvol je tvořřen pouze tehdy, kdyen pouze tehdy, kdyžž je je poruporuššena sekundena sekundáárnrníí struktura primeru bstruktura primeru běěhem jeho inkorporace do PCR hem jeho inkorporace do PCR produktuproduktu
�� NezaNezaččlenleněěnnéé primery vykazujprimery vykazujíí extrextréémnmněě nníízkou fluorescencizkou fluorescenci
�� NenNeníí potpotřřeba purifikovat produkt pro kvantifikacieba purifikovat produkt pro kvantifikaci
�� AmpliAmpli fluor primery jsou univerzfluor primery jsou univerzáálnlníí, pracuj, pracujíí spolu s jinými PCR primeryspolu s jinými PCR primery

�� VyuVyužžititíí
�� QQ--PCR PCR -- vysokvysokáá ppřřesnostesnost
�� In situIn situ PCRPCR
�� Detekce SNPDetekce SNP
�� Studium exprese (RTStudium exprese (RT--PCR)PCR)
�� MultiplexMultiplex reakcereakce
�� KomerKomerččnníí kitykity

�� rRNArRNA, , baxbax, , bclbcl--2, 2, 
fasfas ((apoptapoptóózaza), HPV), HPV--16, 16, PSA, PSA, ββ--aktinaktin, interferony,, interferony,interleukinyinterleukiny

FAM
DAB

< 100Å

495 nm
Excitace
fluoroforu Přenos energie z FAM

zhášená DAB

Univerzální cílový
primer
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AmpliFluor
1.1. 1 1 –– 2 cykly PCR amplifikace 2 cykly PCR amplifikace 

s primerem 1 a s primerem 1 a alelovalelověě
specifickým primerem 2 s specifickým primerem 2 s 
ppřříídatnou sekvencdatnou sekvencíí (Z) na (Z) na 
55‘‘--koncikonci

2.2. 30 cykl30 cyklůů s univerzs univerzáálnlníím m 
AmpliFluorAmpliFluor primerem, který primerem, který 
je komplementje komplementáárnrníí k k 
sekvenci Z a s primerem 1sekvenci Z a s primerem 1

3.3. BBěěhem amplifikace druhý hem amplifikace druhý 
řřetetěězec vytlazec vytlaččíí strukturu strukturu 
AmpliFluorAmpliFluor primeru a dojde primeru a dojde 
k separaci fluoroforu a k separaci fluoroforu a 
zhzhášášeeččee, co, cožž umoumožžnníí emisi emisi 
fluorescence fluorescence 
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AmpliFluor sondy
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Technologie „škorpiónů“ (Scorpions™)
�� ŠŠkorpikorpióóny jsou ny jsou bibi--funkfunkččnníí molekuly molekuly obsahujobsahujííccíí PCR primer PCR primer kovalentnkovalentněě vváázaný k zaný k hybridizahybridizaččnníí sondsonděě
�� Molekula obsahuje na Molekula obsahuje na 55‘‘--konci fluorofor, který konci fluorofor, který interagujeinteraguje se se zhzhášášeeččemem redukujredukujííccíím m fluorescencifluorescenci
�� Po probPo proběěhnuthnutíí PCR PCR dojde k dojde k intramolekulintramolekuláárnrníímu mu ppřřeskupeneskupeníí a fluorofor a fluorofor a a zhzhášášeečč jsou jsou separovseparováány, cony, cožž vede vede ke vzniku svke vzniku svěětelntelnéého ho signsignáálu ve zkumavcelu ve zkumavce

3‘
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Scorpions

Scorpions.exe
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Využití „škorpiónů“
�� ŠŠkorpikorpióóny jsou vylepny jsou vylepššeneníím m TaqManTaqMan a a molekulmolekuláárnrníích majch majáákkůů

�� KombinujKombinujíí sondu a primer v jednsondu a primer v jednéé sekvencisekvenci
�� Vysoce specifickVysoce specifickéé
�� ZhZhášášenenáá sonda vykazuje nsonda vykazuje níízkzkéé pozadpozadíí
�� Sonda vidSonda vidíí prodlouprodloužženeníí produktu jejproduktu jejíího ho vlastnvlastníího primeru ho primeru –– konformakonformaččnníí ppřřeskupeneskupenííuvnituvnitřř jednjednéé molekulymolekuly
�� Design sekvence je snazDesign sekvence je snazšíší nenežž u u molekulmolekuláárnrníích majch majáákkůů
�� VyuVyužžititíí ppřři Qi Q--PCR, PCR, genotypizacigenotypizaci a a haplotypizacihaplotypizaci
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Technologie LUX™ (Light Upon eXtension)
�� LUX vyuLUX využžíívváá dva dva 

primery, primery, znichznichžž pouze pouze 
jeden je znajeden je značčenýený

�� ZhZhášášeneníí primeru je primeru je 
zajizajiššttěěno sekundno sekundáárnrníí
strukturou (vlstrukturou (vláásenkou) senkou) 
a pa přříítomnosttomnostíí ppááru dGru dG--
dCdC nebo nebo dCdC--dG na 3dG na 3‘‘--
koncikonci

�� Primery se snadno Primery se snadno 
navrhujnavrhujíí

�� 33‘‘--konec znakonec značčenenéého ho 
primeru detekuje SNPprimeru detekuje SNP

�� MoMožžnost vyunost využžíít rt růůznznéé
fluorescenfluorescenččnníí znaznaččkyky
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Sondy Light-up
�� SlouSloužžíí pro specifickou detekci sekvencpro specifickou detekci sekvencíí nukleových kyselin v homogennnukleových kyselin v homogenníím roztoku.m roztoku.
�� Jsou pJsou přřipraveny z ipraveny z 

�� Analogu nukleových kyselin Analogu nukleových kyselin –– PNA (PNA (PPeptide eptide NNucleicucleic AAcidcid))
�� AsymetrickAsymetrickéého ho kyaninovkyaninovééhoho barviva, kterbarviva, kteréé po vazbpo vazběě na DNA 50na DNA 50×× intenzivnintenzivněěji  ji  fluoreskujefluoreskuje

�� Fluorescence je pozorovatelnFluorescence je pozorovatelnáá za optimza optimáálnlníích podmch podmíínek pouhým okemnek pouhým okem
�� PeptidovPeptidováá nukleovnukleováá kyselina (PNA) je analog nukleových kyselin, ve kterkyselina (PNA) je analog nukleových kyselin, ve kteréém je m je nahrazennahrazenáá cukrcukr--fosffosfáátovtováá kostra kostra pseudopeptidovýmpseudopeptidovým řřetetěězcem.zcem.
�� PNA se vPNA se váážže komplemente komplementáárnrněě k DNA a RNA  k DNA a RNA  WatsonWatson--CrickovýmCrickovým ppáárovrováánníím bm báázzíí a a tvotvořříí vysoce stabilnvysoce stabilníí duplexy. duplexy. 
�� Interakce PNA:DNA je vInterakce PNA:DNA je vííce selektivnce selektivníí nenežž DNA:DNA nebo RNA:RNA a mDNA:DNA nebo RNA:RNA a můžůže ji e ji destabilizovat pouhý jeden chybný pdestabilizovat pouhý jeden chybný páár br báázzíí uužž ppřři 20i 20°°C, z toho dC, z toho důůvodu je vhodnvodu je vhodnáá pro pro detekci SNP hybridizacdetekci SNP hybridizacíí..

Light-up.exe
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Invazivní bis-PNA sondy 
tvořící triplex s DNA
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PNA – peptidová nukleová kyselina
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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 usnadněěnnííklonovklonováánníí 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 pomocpomocííreverznreverzníí 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.



75

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
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Modifikace PCR používané v 
diagnostice

�� PCR metody nabPCR metody nabíízejzejíí nnáásledujsledujííccíí výhody:výhody:
�� rychlostrychlost
�� je potje potřřeba maleba maléé mnomnožžstvstvíí bunbuněěkk



78

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) detekovanééelektroforetickyelektroforeticky

�� AmplikonyAmplikony jsou jsou ššttěěpeny restrikpeny restrikččnnííendonukleendonukleáázou zou se 4 bp rozpoznse 4 bp rozpoznáávacvacíím m mmíístem stem a pota potéé opopěět analyzovt analyzováányny pomocpomocííelektroforelektroforéézyzy
�� Separace fragmentSeparace fragmentůů DNA v DNA v agaragaróózovzovéémm nebo nebo polyakralamidovpolyakralamidovéémm gelu. gelu. 
�� SrovnSrovnáánníí restrikrestrikččnníích fragmentch fragmentůů amplifikovanamplifikovanééDNA 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.



94

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)


