Metoda SDA

strand displacement amplification
amplifikace vytesnovanim retezce

» Metoda vyuziva schopnosti DNA polymerazy
iniciovat syntéezu DNA v mistée jedno-
retezcoveho zlomu v cilove molekule a
vytéesnovat retéezec se zlomem behem nove
syntezy

» Vytesnéeneé retezce jsou substratem pro dalsi
cyklus SDA

Jedna se o izotermickou reakci



Prubéh SDA
denaturace dsDNA
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Prubéh SDA
pripojeni primeru
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Primery obsahuji restrikni misto na 5 -konci



Prubéeh SDA
Polymerizace s dNTP a dNTPaS
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dNTPaS = thio substituovany NTP, nestepitelny



Prubéeh SDA

Vytvoreni jednoretézcového zlomu
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Extevigts Bk piemesazou




A vsechno se opakuje
pripojeni primeru
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Vyuziti SDA

Detekce obtizneé kultivovatelnych
mykobakterii

Detekce Chlamydia trachomatis a Neisseria
gonorrhoeae (Becton Dickinson ProbeTec
ET assay)

Detekce Herpes Simplex Virus I a ll (BD
ProbeTec)

Diferenciace Saccharomyces cerevisiae
metodou AFLP provedenou technikou SDA



Dalsi informace k detekcnim
systéemum na bazi SDA se doctete
na komercnich strankach firmy

Becton Dickinson

http://www.bd.com/ds/




SDA na cCipu

Lab Chip, kveten 2012, DOI:10.1039/C2L.C40384F

> Elektrochemické bezkontaktni mereni
vodivosti v reakéni komurce v realném case

> S rostoucim poétem produktu roste vodivost

» Citlivost 0,1 pg/pl, minimalni pozadi

> Zadné znaceni DNA
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http://dx.doi.org/10.1039/C2LC40384F

Jaky jiny postup byste pouzili?

25 1) Ozivte své znalosti o restriktazach

2) Na strankach www.neb.com najdéte
termin ,,nicking endonuclease“

3) Najdete nejakou restriktazu, ktera by
byla pouzitelna i bez
thiosubstituovanych dNTP



