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GENETIC  ANALYZERGENETIC  ANALYZER

ABI  PRISM  310ABI  PRISM  310

- přístroj, který pracuje na principu kapilární elektroforézy tzn.
že v kapiláře po vložení napětí, na okrajové elektrody, dochází že v kapiláře po vložení napětí, na okrajové elektrody, dochází 
k transportu a dělení fragmentů DNA dle jejich velikosti a náboje. 

Analýzy prováděné na tomto stroji:Analýzy prováděné na tomto stroji:
- radioaktivní značení nahrazeno fluorescenčním (lze použít
až 5 různých barev současně pro 1 analýzu) až 5 různých barev současně pro 1 analýzu) 
- automatizace, lepší reprodukovatelnost výsledků
- rychlost analýzy- rychlost analýzy
- přístroj je ovládán přes PC



GENETIC  ANALYZER  ABI  PRISM  310GENETIC  ANALYZER  ABI  PRISM  310





GENETIC  ANALYZERGENETIC  ANALYZER
ABI  PRISM  310

-- FRAGMENTAČNÍ  ANALÝZYFRAGMENTAČNÍ  ANALÝZY POP4POP4-- FRAGMENTAČNÍ  ANALÝZYFRAGMENTAČNÍ  ANALÝZY POP4POP4
kap. 47 cmkap. 47 cm

- SEKVENAČNÍ  ANALÝZY              POP6- SEKVENAČNÍ  ANALÝZY              POP6
kap. 61cm



Prvním krokem obou typů analýz je vždy odpovídající PCR
Sekvenační analýzaSekvenační analýza
-provádíme s cílem zjistit řazení nukletidů v řetězci DNA

- užití jednoho značeného nebo neznačeného primeru, z druhého 
konce jsou pak řetězce DNA omezeny ddNTPkonce jsou pak řetězce DNA omezeny ddNTP

Fragmentační analýzaFragmentační analýza
- cílem je většinou zjistit délku fragmentu DNA, jež je vymezena
dvěma primery (jeden primer je fluorescenčně značený, dvěma primery (jeden primer je fluorescenčně značený, 
druhý je neznačený)
- lze analyzovat více fragmentů současně a fragmenty- lze analyzovat více fragmentů současně a fragmenty
odlišit délkově nebo fluorescenční barvou (- multiplexy)

- ke každému vzorku přidáváme tzv. délkový standard
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Reakční směs pro fragmentační Reakční směs pro fragmentační 

PCRPCR

Sim 799* Sim 612
8130

Sim 799* Sim 612
8130

- DNA

- 2 primery pro 1 fragment,

z nichž pouze 1 je značenýz nichž pouze 1 je značený

- dNTP

- Pufr- Pufr

- Polymeráza



1. ARR4- mutant

CV

1. ARR4- mutant

- ARR4                    ARR4N*, ARR4S2

- ARR4                    ARR4N*, d 11

- W (wildtype)         ARR4N*, ARR4S2- W (wildtype)         ARR4N*, ARR4S2

- W                          ARR4N*, d 11

2. AHP4- mutant

- AHP4                    SIM799*, SIM612- AHP4                    SIM799*, SIM612

- AHP4                    SIM799*, 8130- AHP4                    SIM799*, 8130

- W                          SIM799*, SIM612

- W                          SIM799*, 8130

3. ARR21- mutant3. ARR21- mutant

16new*, 16kon, 8130



GEN  AHP4GEN  AHP4

8130

Sim 799* Sim 612Sim 799* Sim 612



Vialka pro analýzu na ABI Prism 310:Vialka pro analýzu na ABI Prism 310:

- formamid
- Size standard (TAMRA 500)- Size standard (TAMRA 500)
- DNA po PCR- DNA po PCR



W- Sim799*, Sim612- 211,5bp  W- Sim799*, Sim612- 211,5bp  



MULTIPLEXMULTIPLEX



vzorek PRIMERY

ML

PRIMERY

HB

PRIMERY

JHML HB JH

ARR4N*

ARR4S2

ARR4N*

d11

Sim 799*

Sim 612

Sim 799*

8130

16 NEW*

16 KON

16NEW*

8130

ARR4 133,5 215,8    ARR4 133,5 215,8    

AHP4   ∅ 245,6  

ARR21     ∅ 388,3

W 133,5 ∅ 211,5 ∅ 340 ∅

MULTIPLEX    

W,AHP4,ARR1

W,ARR4,ARR1

Délkový standard- TAMRA 500

W,ARR4,ARR1

50-75-100-139-150-160-200-X-300-X-350-400-450-490-500



- pro fragmentační analýzu pužíváme vždy dva primery - pro fragmentační analýzu pužíváme vždy dva primery 
pro 1 fragment : 
jeden značený a jeden neznačený jeden značený a jeden neznačený 
- současně lze analyzovat více fragmentů
- ke každému analyzovanému vz. DNA přidáváme délkový- ke každému analyzovanému vz. DNA přidáváme délkový
standard
- analyzujeme- li více fragmentů současně, rozlišujeme fragmenty- analyzujeme- li více fragmentů současně, rozlišujeme fragmenty
dvěma základními zp.:
- délkově
- barevně



Fragmentační analýzaFragmentační analýza

1. Mikrosatelitní analýzy : - LMS (Linkage mapping set)1. Mikrosatelitní analýzy : - LMS (Linkage mapping set)
- LOH (Lost of heterozygosity)
- RER (Replication errors)- RER (Replication errors)
- STRs (Short tandem repeats)

- AFLP (Amplified fragment lenght polymorphism) - AFLP (Amplified fragment lenght polymorphism) 

2. Fragmentační metody : 
- Detekce mutací:- Detekce mutací:
- SSCP / HMA (Single Strand Conformation  
Polymorphism / Heteroduplex Mobility Assay) }Polymorphism / Heteroduplex Mobility Assay)

- SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

}



5-dye LMS5-dye LMS



HLAVNÍ  APLIKACE  FRAGMENTAČNÍ  ANA LÝZY

1.Mikrosatelitní analýza1.Mikrosatelitní analýza

- Šlechtitelství skotu, koní,…- Šlechtitelství skotu, koní,…
- Animal patternity- StockMarks for Cattle (11 mikrosatelitních oblastí)

- StockMarks for Horses (12 mikrosatelitních oblastí)

- Lidská identifikace- rodičovství, soudnictví, 
- STRs- short tandem repeat markers- odpovídají polymorfním oblastem DNA,- STRs- short tandem repeat markers- odpovídají polymorfním oblastem DNA,

které obsahují krátké opakující se nukleotidové sekvence pro jednotlivce 
charekteristickécharekteristické

- Lékařství
- detekce mutací – pozitivní mutace- detekce mutací – pozitivní mutace

- negativní mutace
- LOH /Lost of heterozygosity/- mikrosatelitní markery pro LOH screening- LOH /Lost of heterozygosity/- mikrosatelitní markery pro LOH screening
mapy, které zachycují oblasti obsahující onkogeny nebo tumor- suppresní
geny. Ztráta heterozygozity bývá často signálem rakovinového onemocnění.                            

- RER /Replication Errors/- mikrosatelitní nestabilita- způsobena skluzem- RER /Replication Errors/- mikrosatelitní nestabilita- způsobena skluzem
řetězce během replikace DNA � mutace opravných genů
LOH a RER analýza se provádí současně, vždy N/T- 12 párů



Lékařství

- detekce mutací – pozitivní mutace

- negativní mutace- negativní mutace

- LOH /Lost of heterozygosity/- mikrosatelitní markery pro LOH screening

mapy, které zachycují oblasti obsahující onkogeny nebo tumor- suppresnímapy, které zachycují oblasti obsahující onkogeny nebo tumor- suppresní

geny. Ztráta heterozygozity bývá často signálem rakovinového onemocnění.                            

- RER /Replication Errors/- mikrosatelitní nestabilita- způsobena skluzem

řetězce během replikace DNA    mutace opravných genůřetězce během replikace DNA    mutace opravných genů

LOH a RER analýza se provádí současně, vždy N/T- 12 párů



AFLP (Ampified fragment lenght polymophism)
- restrikce DNA restrikčními enzymy- restrikce DNA restrikčními enzymy
- ligace dvouřetězcových adaptorů na konce restrikčních fragmentů
- amplifikace části restrikčních fragmentů užitím dvou primerů

komplementárních k adapteru a restrikční části sekvence, komplementárních k adapteru a restrikční části sekvence, 
prodlužování řetězce na 3´-konci selektivními nukleotidy

- elektroforetická analýza amplifikovaných fragmentů 
na denaturovaném polyakrylamidovém geluna denaturovaném polyakrylamidovém gelu



SNPSNP (Single Nucleotide Polymorphism)SNPSNP (Single Nucleotide Polymorphism)

- minisekvenační metoda- s použitím specifického primeru - minisekvenační metoda- s použitím specifického primeru 
a fluorescenčně značených dideoxynukleotidů 
- studium genetických linií, oblastí chromozómu- zmapování- studium genetických linií, oblastí chromozómu- zmapování
- hledání nových genů
- odhalení bodových mutací, které mohou být odpovědné za některá          
onemocnění
- 10 a více primer- templátů současně

SNaPshot Multiplex Kit
120 LIZ Size Standard 120 LIZ Size Standard 
5-dye SNP analysis: 6-FAM

VICVIC
NED
PETPET
LIZ-size standard



SNPSNP
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Primers designed with   
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