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Real time PCRReal time PCR  

Försterova vzdálenost 1 – 10 m 



Real time PCRReal time PCR  



Real time PCRReal time PCR  





Real time PCR proteinůReal time PCR proteinů  



Real time PCR proteinůReal time PCR proteinů  



Stanovení sekvence DNAStanovení sekvence DNA  

 Restrikční enzymyRestrikční enzymy  

  

 Chemické štěpení Chemické štěpení ––  Maxam Maxam 
Gilbertovo metodaGilbertovo metoda  

  

 Enzymová metodaEnzymová metoda  

  

 PyrosekvenováníPyrosekvenování  

  

  



Restrikční enzymyRestrikční enzymy  



Restrikční enzymyRestrikční enzymy  



Restrikční enzymyRestrikční enzymy  



Restrikční enzymyRestrikční enzymy  



Maxam Gilbertova metodaMaxam Gilbertova metoda  



Maxam Gilbertova metodaMaxam Gilbertova metoda  



Maxam Gilbertova metodaMaxam Gilbertova metoda  

dimetylsulfát a piperidin  hydrazin a piperidin kyselina a piperidin kyselina, NaCl a piperidin 



Maxam Gilbertova metoda 



Enzymová metodaEnzymová metoda  





2003 2003 --  Projekt lidského genomuProjekt lidského genomu  







PyrosekvenováníPyrosekvenování  
 První reakcí je DNA polymerace pomocí První reakcí je DNA polymerace pomocí   

DNA polymerázy, kdy dochází k zařazení DNA polymerázy, kdy dochází k zařazení 
příslušného příslušného deoxynukleotiddeoxynukleotid  trifosfátutrifosfátu  ((dNTPsdNTPs) za ) za 
uvolnění pyrofosfátu.uvolnění pyrofosfátu.  

  

  (DNA)n + (DNA)n + dNTPdNTP  →→  (DNA)n+1 + (DNA)n+1 + PPiPPi  (polymeráza)(polymeráza)  

  

 Vzniklý pyrofosfát je uvolněn z polymerázy a Vzniklý pyrofosfát je uvolněn z polymerázy a 
může sloužit jako substrát pro ATP může sloužit jako substrát pro ATP sulfurylázusulfurylázu. . 
Při této reakci dojde ke kvantitativnímu převedení Při této reakci dojde ke kvantitativnímu převedení 
pyrofosfátu na ATP.pyrofosfátu na ATP.  

  

                      PPiPPi  + APS + APS →→  ATP + SOATP + SO44
22--  (ATP (ATP sulfurylázasulfuryláza))  



Pyrosekvenování 



Pyrosekvenování 

• První reakcí je DNA polymerace pomocí DNA polymerázy, 

kdy dochází k zařazení příslušného deoxynukleotid trifosfátu 

(dNTPs) za uvolnění pyrofosfátu. 

 

 (DNA)n + dNTP → (DNA)n+1 + PPi (polymeráza) 

 

• Vzniklý pyrofosfát je uvolněn z polymerázy a může sloužit 

jako substrát pro ATP sulfurylázu. Při této reakci dojde ke 

kvantitativnímu převedení pyrofosfátu na ATP. 

 

           PPi + APS → ATP + SO4
2- (ATP sulfuryláza) 
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Pyrosekvenování 

• Během třetí a čtvrté reakce je ATP převedeno na světelný signál 

pomocí enzymu luciferázy a následně je světelný signál 

detekován a vyhodnocen programem. 

 

Luciferáza + D-luciferin + ATP → Luciferáza-luciferin-AMP + PPi 

 

Luciferáza-luciferin-AMP + PPi + O2 → Luciferáza + 

Oxyluceferin + AMP + CO2 + světlo 
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Pyrosekvenování 

• Poslední enzymatickou reakcí je reakce apyrázy, která odstraní 

neinkorporované nukleotidy a ATP, aby následně mohlo dojít k 

zopakování celého výše popsaného procesu a mohlo být 

analyzováno zařazení dalšího nukleotidu. Tato degradace je 

nezbytná, aby bylo zajištěna synchronizace mezi syntézou a 

detekcí světelného signálu. 

 

ATP→AMP + 2Pi (apyráza) 

 

dNTP→dNMP + 2 Pi (apyráza) 
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Pyrosekvenování 



454 pyrosekvenování 



Sekvenování 



Genetická daktyloskopieGenetická daktyloskopie  



Použití restrikčních enzymů Použití restrikčních enzymů --  RFLP RFLP   

Restriction Fragment Length PolymorphismRestriction Fragment Length Polymorphism  



Short tandem repeatsShort tandem repeats  



Short tandem repeatsShort tandem repeats  



Short tandem repeatsShort tandem repeats  



Testy paternityTesty paternity  

Zjednodušené testyZjednodušené testy  

  

 STR na Y chromosomu STR na Y chromosomu ––  mužských mužských 
potomků srovnání s otcempotomků srovnání s otcem  

  

 Mitochondriální DNA Mitochondriální DNA ––  dědí se po dědí se po 
matce matce ––  matroklinnímatroklinní  dědičnost                                                                                                                    dědičnost                                                                                                                    



DNA chipy                 DNA chipy                   



DNA chipy                 DNA chipy                   



DNA chipy DNA chipy   



DNA chipyDNA chipy  



DNA chipy DNA chipy --  barva skvrnbarva skvrn  

    

    

 

 



DNA chipy DNA chipy --  vybavenívybavení  



DNA DNA chipychipy  ssoftwareoftware  





ProteinProteinovéové  chipychipy  



ProteinProteinovéové  chipy chipy ––  typy typy 

interakcíinterakcí  

   

•    Protilátka                   Antigen                              Ligand 

•Detekce: SELDI MS, fluorescence, SPR, electrochemická, radioaktivity, 



••Lecture 1.1Lecture 1.1  ••5757  

AntiAnti--GST ProbeGST Probe  



BlottingBlotting  

 Southern Southern ––  DNADNA  

  

 Nothern Nothern ––  RNARNA  

  

 Western Western --  bílkovinybílkoviny  



Izolace Izolace nunukkleleovýchových  

kyselinkyselin  

Důraz kladen na čistotu Důraz kladen na čistotu 
nikoliv množství nikoliv množství --  PCRPCR  



Cíl izolaceCíl izolace  

 Odstranění Odstranění proteinproteinůů  

  

 DNA DNA vsvs  RNARNA  

  

 iizzolaolacce specifice specifickéhokého  typtypuu  NKNK  

  



TypTypy NKy NK  

 genomicgenomickáká  (chromosomal(chromosomalníní))  

  

 organelorganelováová  ((mitochondrie, chloroplastymitochondrie, chloroplasty))  

  

 plasmidplasmidyy  (extra(extra--chromosomalchromosomalníní))  

  

 virvirováová  (ds (ds nebonebo  ss)ss)  

  

 kkomplementomplementárníární  (mRNA)(mRNA)  

  



Nejpoužívanější metodyNejpoužívanější metody  

 na základě rozdílnéna základě rozdílné  rozpustnosti rozpustnosti ––  extrakce, extrakce, 

sráženísrážení  

  

 na základě vlastností na základě vlastností --  chromatografie chromatografie ––  

polaritapolarita--  adsorpční, nábojadsorpční, náboj--ionexováionexová  

  

 sedimentace sedimentace --  gradientgradientováová  ultracentrifugaceultracentrifugace  



PostupPostup  

1. 1. Rozbití buněk a membrán pro uvolnění NKRozbití buněk a membrán pro uvolnění NK  

  

2. Ina2. Inakktivativacece  DNADNA--  nebonebo  RNARNA--degradegradujícíchdujících  

enzymenzymůů  ((DNasDNasyy, , RNasRNasyy).).  

  

3. 3. SeparaSeparacece  NK od dalších komponent uvolněných NK od dalších komponent uvolněných 

z buňkyz buňky..  

•• ExtraExtrakcekce//PrecipitaPrecipitacece  

•• CChromatograhromatografiefie  

•• UltracentrifugaceUltracentrifugace  

  



ExtraExtrakcekce/Precipita/Precipitacece  



•Organic 

extractio

n 



Izolace genomické DNA 

Typická procedura 

1.Sklizení buněk 

2.Lyse buněk  

0.5% SDS + proteinase K   (55o 

několik hodin) 

3.Fenolová extrakce 

Jemné třepání několik hodin 

4.Ethanolová precipitace 

5.Působení RNAsy a proteinasy K 

6.Opakování kroku 3 a 4.  



 

Hrubý lyzát obsahující NK 

a další součásti buňky 

Smíchání vzorku s 

organickou fází ve 

stejném poměru. 

e.g. phenol, chloroform, 

or phenol:chloroform 

Centrifugace 

Vodná fáze obsahuje NK, organická 

fáze bílkoviny a lipidy. Nerozpustné 

složky přítomné v interfázi.  

Opakovaná extrakce pro zvýšení čistoty 

Použití vodné fáze 

Extrakce/Precipitace 
Krok 3: Organická extrakce 

Organická 

fáze 

Vodná 

fáze 

Interfáze 



Přidání EtOH a soli 

Supernatant 

Pelet 

70% EtOH 

Rozpuštění 

(H2O, TE, etc.) 

 

Krok 4: Precipitace NK 

Extrakce/Precipitace 

Před Po 

Centrifugace Promytí Centrifugace 

 2-2,5 objem EtOH 

 -20o C 

 Vysoká I  

 pH 5-5.5 

 



 



ChromatografieChromatografie  



AdsorpAdsorpčníční  cchromatograhromatografiefie 



AdsorpAdsorpčníční  cchromatograhromatografiefie  
 



Eluce zvýšením pH nebo vysokou I 

 Ionexová chromatografie  

Vazba při nízkém pH nízké I 



Gradientová centrifugaceGradientová centrifugace  

 



Diferenciální versus gradientová Diferenciální versus gradientová 

centrifugacecentrifugace  



Gradientová centrifugace DNA CsCl 



 
•Plasmid DNA 



 

Izolace RNA - speciální přístupy 
nutno použít inhibitory RNAsy 

 extrakce guanidium chloridem 

 

fenolová extrakce při pH < 4 (pH 8 pro DNA) 

 

působení RNase-free DNase 

 

selektivní precipitace rRNA, mRNA s LiCl 

 

oligo-dT afinitní chromatografie - mRNA 



Kontrola čistoty a Kontrola čistoty a 

kvantifikace NKkvantifikace NK  



•genomická 

•DNA 

 
•DNA 

•(degradovaná) 

Kontrola degradace: DNA 



Kontrola degradace: RNA 

•25S 

•18S 


