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« DNA je nositelkou genetické informace vech Zivych organismi (i virt)

* geneticky kdd - trojice bdzi v DNA kterym u protein-kddujicich gend odpovidd
uréitd aminokyselina. Aminokyseliny jsou zdkladni stavebni kameny bilkovin

« genetickd informace - navod na vyrobu bilkovin
«  Transkripce - DNA je nejprve prepisovdna v RNA (obvykle tzv. mRNA)
«  Translace - RNA pouzita jako vzor pro razeni aminokyselin - tvorba bilkovin

*  nekddujici DNA - velkd ¢dst genomu mnoha organismil viak neni soucdsti
zadného genu a ani se neprepisuje v RNA, nékdy vsak pomaha regulovat
spousténi a vypindni okolnich genu

«  junk (odpadni) DNA - velka ¢dst nekddujici DNA
» dle souCasné drovné znalosti nemd zadnou konkr.funkci
«  zPejmé kéduje rizné krdtké regulaéni RNA
cca 10-20 % genomu md diky témto RNA
vyznamnou regulacni funkci
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retézec, v jehoz kostre se strida cukr ribdza, kterd

RNA

ma ha druhém uhliku hydroxyl s fosfdtovou

skupinou

cukr se pak rovnéz vazou jednotlivé nukleové bdze,

adenin (A), guanin (6), cytosin (C), a uracil (V)

obcas nachadzi i minoritni baze, jako je napriklad
dihydrouridin (D), pseudouridin (y), inosin (I),

hypoxantin ¢i 5-methylcytosin (m5C)

obvykle kratsi jednoduchad jednovldknovad existuje i

dvouvldknovad RNA (viry)

reaktivnéjsi, v zdsaditém prostredi je nestdld a je

citlivéjsi k rliznym enzymim

diky své reaktivité mize plnit RNA v mnohych

pripadech roli katalyzdtoru (tzv. ribozym) - funguje

jako enzym
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katalyzuje syntézu peptidové
vazby



RNA funkce

Medidtorovd RNA (mRNA z angl. messenger RNA) je prepisovdna primo z genové sekvence DNA

Nekaodujici RNA - RNA, kterd nenese informaci o strukture budouciho proteinu, ma misto toho jiné
funkce:

tRNA (transferovd RNA) - zajist'uje transport aminokyselin k ribozomu

rRNA (ribozomdlni RNA) - stavebni funkce v ribozomu

miRNA (microRNA) - regulace genové exprese nékterych gent

RNA je syntetizovand enzymy RNA polymerdzami podle matrice DNA

RNA polymerdzy rozpozndvaji specifické iseky DNA, které oznacuji pocdtek transkripce (prepis DNA
na RNA) - promotory

u prokaryot jsou veskeré RNA syntetizovany jedinou RNA-polymerasou
u eukaryot tri zdkladni typy: RNA-polymerasa I, IT a III, z nichZ kazdd syntetizuje jiné RNA

Q—-o PROTEIN
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rostouci poly-
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1989- Nobelova cena za objeveni ribozymt T. R. Cech a S. Altmann
- padla teorie, Ze biologickymi katalyzdtory jsou pouze proteinové enzymy

Walter Gilbert 1986
RNA svét - hypotéza ktera predpoklada, Ze v urcité etapé vyvoje Zivota na Zemi molekuly RNA
slouzily jako hlavni biologické katalyzatory a zéroven byly schopné prendset genetickou informaci

Reaguje nha problematicky zptisob vzniku Zivych contemporary
organismu vzhledem k jejich genetickému kédu ,

()

. . . g v _ qs .2 DNA
Replikaci organismil zajist'uje molekula DNA - preddvd : W veswsn & B
informaci proteinum (enzymum), ale bez jejich existence R N Q) tenscriptio
a katalyzy sama nemuze vznikat, replikovat se :ORNA o) oo 2 opNa
DNA a proteiny proto mohou pri prenosu informace E protein

ggg\gova‘r pouze spolecné, neni mozné rici, co se vyvinulo
Fiv

Primy vznik Zivé buriky s takto slozitym systémem

replikace l|e,ve smyslu moderni védecké abiogeneze |
nemyslitelny L 2 o e

|v26§§nj problému se proto hledalo s predpokladem, Ze
dnesnimu zivotu predchdzely organismy s jednodussim

replikaénim systémem e s S

2. A RrA male s evalve the K/B_:. _‘/2. \
Systém prenosu informaci v prvnich Zivych organismech e i i
by tak mohl byt zaloZen pouze na RNA, i‘reré_ v sobé e =t
spojovala vlastnosti nukleové kyseliny i proteinu I O eans it

nformation 1o f

i EVOLUTION VIA
; THE RNA WORLD

Tento zplsob navrhli nezdvisle na sobé v 60. letech Carl
Woese, Francis Crick aj
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chybi jakékoliv ndlezy prvotnich organismi v geologickém
zdznamu

mnohé Uspésné laboratorni experimenty odhalily zatim jen
zlomky moznych reakci

nejsou zndmé ani zadné organismy, které by mohly v RNA
sveté fungovat - metabolismus zcela odlisny

nejasnosti o vzniku molekul RNA v prebiotickém svéte -
syntéza v tehdejsim prostredi velmi komplikovand

velmi mald stabilita molekul ribonukleové kyseliny - existence
nechrdnénych molekul témér vyloucend - rychly rozklad vlivem HE ANCESTOR WiTHIN
silného ultrafialového zdreni '

[FROM RNA WORLD TO BACTERIA]

s
Joumey S © RNA CATALYSTS ¥V y 4 S © PROTEINS TAKE OVER ¥
'to the ¥ Ribozymes—folded RNA molecules " o rmmstanmawldumgeof
4 analogous to protein-based en- y . tasks within the cell. Proteln-based

Modern BE mbeans 2ymes—arise and take on such jobs e : J catalysts, o ereymes, g radually gl

Af T as speeding up reproduction and . T = Rib replace most ribozymes.
C e I | Gl strengthening the protocel’s mem- /& \: bY, M

5 it 2 brane. Consequently, protocells
After life got started, com- \ begin to reproduce on thelr own.

petition among life-forms  § k .
fueled the drive toward ever 3§ e \ DA

more complex organisms. 3
We may never know the 7, ) PROTEINS APPEAR A
exact details of early evolu- GE Nl A% ARPIL Complex systems of RNA cata- 7, 3 * © THEBIRTHOFDNA A €) BACTERIAL WORLD A

tion, but hereis a plausible €© EvoLUTION STARTS A I ) o BHENS begin to translate strings ‘ Other enzymes begin to make DNA. organisms resembling modern
sequence of some of the The first protocell Is Just asac £l ot of RNA letters (genes) Into Ly Thanks to Its superlor stabllity, bacterka adapt to living virtually
S s ta st (sl Froe of water and RNA andrequiresan (&8 = i i Other ribozymes catalyze metabo- chains of amino adds (proteins). 2 g DNA takes on the role of primary everywhere on earth and rule

I external stimulus (such as cydes 3 g o lism— chalns of chemical reactions Protelns later prove to be more genetic molecule. RNA's main role unopposed for billlons of years,
the first protocell to DNA- of heat and cold) to reproduce. 3 5 that enable protocells to tap Into efficlent catalystsand ableto  p0 n Is now to act as a bridge between untll some of them begin to evolve
based cells suchas bacteria.  But it will soon acquire new tralts. 8 45 nutrients from the environment. carry outa varlety of tasks. n o o DNAand protelns. Into more complex organisms.



DNA nebo RNA? e

n ) Guan )

DNA - fylogenetické nebo . funkéni* informace o -
aktivni i neaktivni mikroflore S W

’ ~ ’ Urac _— "
Celkova DNA v prostredi: :
«  Intraceluldrni DNA (zZijici mikroorganismy) » ’
«  Extracelularni DNA (extracelularni matrix) KL L
* mrtvé bunky
«  plasmidy .. ,
. viry prirozend transformace -
- volnd DNA ' horizontdlni pfenos gen
«  DNA navdzand v
organominerdlnich komplexech zdroj zivin( P, N) a energie
rRNA - sledovdni nejaktivnéjsi populace DNA 10 - 20% v bunce

RNA 3 - 4%

Celkovd RNA v prostredi:

Intraceluldrni RNA (Zijici mikroorganismy):
rRNA, mRNA, tRNA, ncRNA, ... Rychla
degradace - Very quick turnover of RNA
molecules
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Taxonomicka kritéria

Identifikace mikroorganismi

Genotypicka kritéria

fenotypickd - genetické markery, 16S rRNA
tvar, velikost, pohyblivost *  6-C pomér pdru
GRAMovo barveni « rekombinace genetického materialu

tvorba spor
pritomnost a mnoZstvi biciku l

pritomnost kapsule, tvar a barva

kolonii, pigmentové formace Problémy identifikace bakterii z vody

typ metabolismu Nejasna definice druhd
vztah ke kysliku variability mezi strains stejného taxonu
povrchové antigeny taxonomie vs. ekologicka role v prostredi

omezend moznd kultivace bakterii
nejvice aktivni buriky tvori jen malou cast
spolecenstva

ekologie, typicky habitat

.+, Potfeba najit specifické markery
gf i m VIL .. - napF. 165 rRNA
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"Universal" Unrooted Phylogenetic Tree

[BACTERIA | & [ARCHAEA]
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Barnes. S.M. et al.. 1996. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93: 9188-9193.



Molekuldrné biologické metody identifikace
a detekce mikroorganismu

«  Sledovdni konzervativnich dseku nukleovych kyselin

« Zaméreni na primdrni strukturu nukleovych kyselin, kterd je typicka pro urcity
druh mikroorganismu

Sleduje se:
mikrobidlni diversita (.rtiznorodost") v rliznych édstech Zivotniho prostredi
funkéni aktivity mikroorganismd, jejich mnoZstvi a jiné vlastnosti
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16S rRNA

Struktura malé ribozomdlni podjednotky 16S
rRNA prokaryot

 linedrni sekvence obsahujici 4 odlisné
(A)

( ! ! ! ) i Sgaaleeiy s Y Y ,) * Identical in 98% or
N more of all organisms
Conserved only
in the Bacteria
* Conserved only
in the Archaea
* Conserved only
in the Eukarya

« délka kolem 1500 nukleotidt

)
\
o

A Conserved within

165 I"RNA = UkGZGTZ' mikr‘Obiélni dlverSiTy | ‘. ; ;_:;:;';; TS ) each domain, variable

- &dst malé ribozomdlni podjednotky C R TN | _ﬁ‘;ﬁifiiii‘}f;;‘,‘,;‘{,:;g
*  Molekularni ,chronometr" o | o

* univerzdlni molekula! O

«  funkcné homologni _

« obsahuje vysoce konzervativni Gseky T F

* variabilni sekvence - reflektuji NEEEERAN A o

« evolu¢ni zmény
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Funkce ribozomu

50S Ribosome
(23S+5S+34 Proteins)

aa,+ tRNA
arriving

@ site of

Aminoglycoside
Binding

5l
30S Ribosome

(16S+ 21 Proteins) Movement of

the ribosome

—
Codon Codon

aag; aag
DNA 5'7//"_"\\ 3
« ribonucleotides ¥ TN 5
* RNA polymerase \ Transcription
* regulatory proteins )jyr RNA polymerase
ANNNNN VAN wannannanan. MRNA 5
ifhcsome ribosome
* tRNAs |
ahiii \ Translation p ) .
load tRNA with e s
amino acid v
0000000000000  Protein P A
» :
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp
i — R i 7 ]
Bvslllve v I ve v°
=4 . fis i)
l\Kﬁ 3 CONSERVED REGIONS: unspecific applications
evropsky | &° ] s = 2 -
socidini —_ VARIABLE REGIONS: group or species-specific applications
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Fluorescencni mikroskopie

Vyuziva svétla kratSich vinovych délek — UV
oblast + viditelné zareni kratSich délek

Fluorescence schopnost latky absorbovat UV
paprsky nebo kratkovinné svétlo a emitovat
viditelné svétlo delsi vinové délky

autofluorescence(primdrni fluorescence)
chlorofyl, vitaminy

sekundarni fluorescence - barveni
fluorescencnimi barvivy (DAPI, fluorescein,
akridinova oranz, calcofluor)

vazba fluorescencnich barviv na protilatku nebo
na genovou sondu

moznost vysoce specifickych barveni uréitych
bunécnych éasti
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Fluorescencni mikroskopie

Fluorescencni mikroskop Konfokdlni mikroskop

zdroj svétla se u fluorescenéniho mikroskopu pouziva
rtut'ova vybojka - zdrojem svétla vyvoldvajici
oL o . _ fluorescenci je laser osvétlujici
excitacni svétlo prochdzi objektivem na preparat a emisni vZdy jen 1 bod
svetlo se vraci zpét do objektivu . :
«  posouvadni paprsku po objektu

«  Systém nékolika filtrl -excitaéni filtr, dichroické zrcadlo a —obraz skladdn z jednotlivych bod

emisni filtr, zajist'uji, aby se ze svételného zdroje vybralos  posun paprsku do jiné hloubky —
pozadované rozmezi vinovych délek, dopadlo na vzorek a optické Fezy — sloZeni do 3D obrazu
vyvolané fluorescencni sveétlo dopadlo na dichroické zrcadlo .y .

-'odrdzi excitaéni svétlo do objektivu a Fr'opous‘rl emisni °  Vysokd citlivost, ostry obraz

novou délku «  malé mnoZstvi barviv, pozorovani
Zivych bunék

svetlo do okuldru podle toho, jakou ma v

«  fzv. kostka - dvé stény jsou tvoreny filtry excitacnim a
emisnim filtrem a dhlopricka dichroickym zrcadlem

«  Kostky specifické pro dany fluorochrom

Optical Path of The Transmitted Light
Fluorescence Microscope
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Fluorescencni in situ hybridizace FISH

v molekuldrni biologii znamend pojem hybridizace proces spojeni dvou komplementdrnich Fetézct
DNA podle pravidel o parovdni bazi (napojit specifickou sondu se zkoumanym vladknem DNA)

technologie vyuzZivajici fluorescencni barviva

Schopnost jednoretézcové DNA sondy znacené fluorochromem vdzat komplementdrni dsek cilové
DNA fixované na mikroskopickém prepardtu s ndslednou vizualizaci a analyzou fluorescenénich
signdll ve fluorescenénim mikroskopu.

- fluorescencnim barvivem (napr.zeleny fluorescein, texaskad Cervef,...) se oznaci sonda = maly
fragment DNA (barviva Texas red, FITC atd.)

- DNA sonda se navdze k chromosomdlni DNA (na zdkladé komplementdrniho pdrovant)
- za zvysené teploty (kolem 75°C) dochazi k denaturaci vldkna sondy i vySetrované DNA
- DNA se rozvolni a po ndsledném ochlazeni se sonda hybridizuje na vysetrovany dsek
chromozomu Rluorescencnf itu hybridizace bakteriomu Eervce 0 um
citrontkového. Madré: jddra hmyzich bunék JEervené:
FISH umoZiuje oznalit konkrétni misto na DNA, A Sl SRl L Sl
s rozligenim 500 000-10 000 000 nukleotid .
80. léta medicina - cytogenetika, pozdéji biologie
telomery, centromery, rizné inzerce

NK Cervci jsou mezi hemipternim hmyzem unikdtni symbiotickym systémem, bez
f bk g N néhoz nejsou schopni prezit. Ve specializovaném orgdnu zvaném bakteriom Ziji
L4

nnnnnnnnnnnn
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uvnitr bunék Cervce symbiotické bakterie rodu Tremblaya. Jedna podskupina

BRI S SEAE AR &ervcll hosti uvnitt téchto symbiontl navic jesté daldi, intrabakter. symbionty.



FISH v environmentalni mikrobiologii

Metoda k identifikaci bakterii / archei

Neni ontogeneze, opakovadni ve fylogenezi

Zadne fosilie

organy, tkané

nizka morfogicka diverzita

malé mnoZstvi individudlnich determinaénich znaki
obtiZzna urceni - ktery znak je evolucné starsi?
obtiZna definice biol. druhi

geneticka promiskuita - casty horizontdlni prenos genetické informace pomoci
plazmidii

skupiny bakterie zpravidla netvori uzavrené skupiny individui, spise
kontinudlni prechody

Waa be 4 Superbug..”

st ] Hey k!

| ik some of this info vour genome...
. ooy ! 1‘?
i Even Pm:uﬂin wont be able To ham you..!

N
,t% IT[‘ s
evropsky AV | . .
f soc »ﬂp” L4 ' o — It was on a short-cut through the hospital kitchens that Albert
L4

sociair
fondvCR EVROPSKA UNIE pro konkurenceschopnost was first approached by a member of the Antibiotic Resistance.
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Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)

* Umoznuje identifikaci bakterii ve smiSeném spolecenstvu bez kultivace
«  VyuzZiva oligonukleotidé proby cilené na rRNA

« Teorie - kazdy ribozom v bakteridlni burice obsahuje 1 kopii 5S, 16S a 23S rRNA
« Je obarven 1 molekulou proby béhem hybridizace
«  Vy3$S$i mnoZstvi ribozomii v burice poskytuje prirozené zesileni signdlu

Ribosomdlnich RNA

 informace o jejich rdstu, bunééné aktivité a
«  Zivotaschopnosti

«  Epifluorescencni, konfokalni mikroskopie, flow cytometrie...

« umoznuje detekovat specifické genové sekvence v biofilmech,
sedimentech, kalech a vzorcich vod.

Complex “corn cobs” in dental plaque. The plaque

c Pr. Biofilmy - multidruhové was then embedded in acrylic resin and sectioned
. . . . . . to 2 microns thickness. FISH was performed on
- vizualizace distribuce specifického druhu v biofilmu the plaque using probes for Corynebacterium

(magenta), Streptococcus (green), Aggregatibacter
(orange), and Porphyromonas (blue). Each tiny dot
is an individual bacterial cell. The Streptococcus
cells form “corn cobs” surrounding Corynebacterium
filaments, and Aggregatibacter cells surround some
E . K of the Streptococcus corn cobs. Porphyromonqs

— f sociaini v cells also form corn cobs around Corynebacterium

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI fllﬂmenfs.

- distribuce vice druhi in situ - ureni struktury biofilmu




Oligonukleotidové sondy - proby

« Sonda - jako sondu oznacujeme v molekuldrni genetice znaceny Usek nukleové kyseliny (radioaktivné Ci
chemiluminiscenci), kterou pouzijeme k vyhleddni urcité sekvence ve vzorku testované DNA nebo RNA na zdkladé
komplementarity bazi
= Genové préby - Fetézce nukleotidi (20 - 30 bdzi), sekvence je komplementdrni k sekvenci konzervativniho
Useku DNA nebo RNA hledaného mikroorganismu

«  Znaéeni sond na 5 konci sondy pres linker
. radioaktivni, neradioaktivni
- primo - fluorochromy : fluorescein, tetramethylrhodamin, texaska cerveri, indokarbocyaninova barvivaCy3,Cy5 a Cy7
- neprrimo - napr. biotin ¢i digoxigenin, antigenni latka
Sonda
druhové specifické préby

Znacka
- pro hleddni ur&itych mikrobidlnich druhd ) %Q 0

.funkéni* proby

f Mt ' o
«  pro hleddni uréitych vlastnosti dané populace %

Cilova molekula

Hybridni molekula

*  Znaceni sond je provedeno obvykle jednim fluorescencnim barvivem,
*  MoZnd aplikace i vice sond znaéenychriznymi fluorescenénimi barvivy najednou

«  Polynukleotidové préby (vice nez 50 nukleotidl ) i proteinnukleotidové (PNA) -zvyseni specifi¢nosti a citlivosti
analyzy

«  Vyhodné je jejich pouziti k detekci grampozitivnich bakterii

«  Bylo popsdno i k detekci legionel primo v ndrostech ve vodovodnim potrubi
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4

soci OP Vzdélavani
fondvCR EVROPSKA UNIE pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Postup FISH

fixace a zakoncentrovdni bunék ve vzorku

denaturace DNA teplotou a formamidem v

roztoku pufru

hybridizace fluorescencné znacené DNA
sondy se specifickym Usekem 16S nebo 23S

rRNA

navazani préby

presnost vytvoreni dvousroubovicové hybridni
molekuly ovliviiuje teplota, koncentrace soli a

pH hybridizacni reakce

vymyti nespecificky navdazanych sond
barveni DAPT pro urceni totdlni abundance b.

Kvantifikace pomoci fluorescencniho
mikroskopu za pouZiti vhodnych filtri, které
zachyti emitované zdreni

B3

sociaini
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1. DNA unmasking

»a Target
25N \ DNA

Glass oide 4

v
Labeliod prodbe

2. Probe and target o
denaturation

Regponer

3. Probe-target DNA

hybridization A »‘
Bound reponies '0 P o
OEOCHOrme O o
4. Detection - e
. *
}
5. Image analysis on h :
fluorescent microscope on




Mixed population
©
Fixation

i
-~

Hybridization

, Fluorescent dye

ii?f?ii.

Target (165 rRNA)

Probe

: 305 subunit
‘P“—> containing
165 rRNA

Ribosome

Cytoplasm  Nucleoid

‘.""Rlbosomes
/ Plasmid

p—i
0.5um

Cytoplasmic

> membrane

e
e e

Fluorescent oligonucleotide probes
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Fluorescent in situ Hybridization

—— Washing 1

Hybridized cells

FISH analysis

=

— (9

Fluorescence
microscopy




Optimalizace podminek hybridizace

Optimierung der
Hybridisierbedingungen

Sondenbindunp

[%] |
—
\
\ dT,
50% \
\
\
\\
- >
T, T, Temperatur
[Stringenz]
Spezifitat niedrig hoch niedrig
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stringence - termin pro popis
stupné homologie mezi probou a
DNA na filtru

vyssi stringence = vyssi
procento homologie mezi
probou a NK

specifita navdzdni zdvisi na
podminkdch hybridizace a
promyvani

urceni optimdlni stringence -
zména koncentrace formamidu
v hybrid, pufru ve fixni teploté
spiSe nez zména hybridizacni
teploty



Ne/vyhody FISH

FISH je rychlou, citlivou a specifickou metodou

tam kde nedostacuji klasické kultiva¢ni metody

ASO7-7
DELTA485

. . ., o EUBMIX
omezena pouze na pozorovani metabolicky aktivnich bunék s DAP

dostatecnym mnozstvim rRNA

Min. koncentrace 103 bunék/cm2 membrdny i filtru (sila signdlu) ¢ '.'/y 4
Slaby signdl -malé mnozstvi cilovych rRNA molekul, nevhodnd & %
sonda nebo Spatné pronikdni sondy do buriky

Fluorescence in situ hybridization
(FISH) photomicrographs of Acquasanta
stream biofilm samples

This FISH image of the microbial biofilm (acidic
drainagea from a mine) shows the cells of
Leptospirillum group II in yellow, Leptospirillum
group IIT in white, archaea in blue, sulfobacillus
in red, and eukaryotes in green. From the biofilm
sample, two near-complete and three partial
genomes were recovered.

== L.
I\K% '
o
' o
- B
Ef e n I
socialni
OP Vzdélavani
=24 fondvCR EVROPSKA UNIE pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI




FISH priklad

Visualization of uncultivated archaea in various
environments by fluorescence in situ hybridization (Schleper et al., 2005)

a) Euryarcheota (¢) asociovand se sulfat red. Bakteriemi (zel)
b) Sladkovodni euryarcheon (z) asociovany s Thiotrix (¢)

c) Crenarcheota (z) v tkani houby r. Axinella (z)
d) Crenarcheota (¢) z povrchu kofeni rajéat
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Klastry bakterie Nitrosomonas oligotropha
detekované sondou Cluster6al92 (Cy3, Cervend) a
celkova DNA (DAPI, modrad)

Epifluorescence microphotograph of benthic microbes from Punto Sette. Scale bar 2um,
Green

Thermococcales detected by OregonGreen-labeled Tcocl64, red archaea detected by Cy3-
labeled, blue DAPI-stained cells.
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CARD - FISH - Catalyzed Reporter Deposition
Fluorescence in situ Hybridization

Hlavni princip CARD- FISH:
neni uzivdna préba znacend fluorescencnim barvivem, ale horseradish peroxiddzou (HRP)
- katalyzdtor ktery ma v celém procesu zdsadni vyznam, ale pod mikroskopem neni vidét

= po vlastni hybridizaci se jesté ,jede" CARD= oznaceni mist s komplexem
préba-HRP fluorescenénim barvivem

CARD: na hybridizované filtry se nechd ptsobit smés s molekulami tyramidu znaéenymi fluorescenénim
barvivem- HRP je enzym, ktery zplsobuje oxidaci tyramidu = tj. z molekuly tyramidu se stdvd reaktivni
volny radikdl, ktery se vdze na .elektronové bohaté" proteiny v okoli reakéniho mista (uvnitf burky protein,
kam se podivas)

J J Activation of

HRP-Probes fluorescein tyramine

J J \ and binding to
+

electron rich
compartments
Bacterial cel

1. Hybridisation V\m /Incubation with
fluorescein tyramine

HRP-labeled probe

Ribosomes

NK
. ‘:\ ,'IP
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« tj. v okoli prisedlé proby s HRP prisedne na blizké proteiny
v kratké dobé velké mnozstvi komplext tyramid-barvivo =
vyrazné zesileni signdlu

* HRP je velky enzym, takZe pred hybridizaci musi byt burika
lyzovdna (lysosym pro Eub, Proteindza K pro Arch) = aby NK
zUstala uvnit? buriky a buriky na svém misté na filtru, musi se
pred lyzou fixovat na filtru do agardzy

DAPI CARD-FISH (FITC)
Archaea Bacteria

ey m %I
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Ne/vyhody CARD-FISH:

vyssi signal

DAPI NON338

efektivita hybridizace vyssi nez 50%

skladovani

HGC69a

¢asové narocéné

finanéné nakladné

.
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MAR-FISH

hlavnim cilem mikrobidlni ekologie je studium hojnosti, lokalizace a aktivity mikroorganismi in
situ

pochopeni ekofyziologickych role, kterou mikroorganismy hraji ve slozitych prirodnich
ekosystémech

v typickych mikrobidlnich spolecenstev - biofilmy, sedimenty a mikrobidlni agr'e?c'n‘y se
fyzikdlne-chemické podminky a dostupnost zdroju dynamicky méni v ¢ase i ve velmi malé

/

vzddlenosti, protoze metabolickd aktivita a doprava substrdtu je omezena

K primé korelaci mezi mikrobidini identifikaci (16S rRNA fylogenezi zaloZenou) a specif.
metabolickymi funkcemi jednotlivych bunék v ramci téchto sloZitych a heterogennich
mikrobidlnich stanovist’, byly vyvinuty v poslednim desetileti nové metody

Tyto techniky vyuZzivaji in situ simultdnni fylogenetické identifikace a metabolickych
schopnostech

Microautoradiography - uréeni prijmu specifickych radioaktivné znacenych substrati
jednotlivych bunék

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) - umoZruje in situ fylogenetické identitifikaci
Jednotlivych bunék. Ale neposkytuje dostatecné informace o metabolickych schopnostech,

’

protoZze tylogeneze a fenotyp se zridka prekryvaji s ;{‘ '

—
] &
W Y
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MAR - FISH

M | krO‘F ISH . mikroautoradiografie + fluorescenéni in situ hybridizace

*

*
e inkubace

- =
AL e
0 sl;bslrétgm P ¥ - .
g? @\,//z 4 S Radioactive cells Rad|0aCtlve. cells
( \ targeted with

DAPI sonda exponovana stfibrnd vrstva
(viechny buriky) (specifické buriky) (substrat-aktivni buriky)

phylogenetic probe

>, nékteré burky
* inkorporuji

substrat pozorovéni pod
) E do biomasy epifluorescenénim
\ mikroskopem
fixace bunék
\ v parafolmaldehydu O,
pfes noc e 4

47
.5
AN

prilozeni filtru na fotografickou
J emulzi na podloinim skle

expozice pres noc

proplachnuti bunék

na filtru (osudené hybridizace  barveni bunééné vyvoj obrazu
a zmraiené vydrii sesondou  DNA pomoci DAPI sloupnuti filtru
nékolik mésich) pres noc

MAR-FISH - microautoradiography a FISH kombinovdny
soucasné zkoumadni fylogenetické detekce konkrétni aktivitu mikroorganismt v rdmci
komplexniho mikrobidlniho spolecenstvi na jedno-bunécné drovni
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MAR-FISH

Microautoradiography (Mar.) metabolicky aktivni bufiky s vyuzitim
znaceny substrat muze byt zviditelnény expozici zdreni citlivych stribra
halogenid emulze

Po expozici, excitované ionty stiibra vysrazi jako cernd zrna kovové stribrné uvnitr nebo v
blizkosti bunky, které lze pozorovat v transmisni elektronova mikroskopie

BéZné pouzivané znaeného substraty patri ) ) -
glukdzy, acetdt, a aminokyseliny, které poskytuji obecny pohled na celkové metabolické
rozmanitosti

k identifikaci dileZitych fyziologickych procesi in situ- Napriklad, znacené Zelezo nebo sulfdt
muze v rdmci Fizenych anaerobnich podminkach umoZzfiuje identifikovat Zelezo a sulfat
redukujici zastupce mikrobidlni komunity

MAR-FISH technika
pr. studium autotrofnich nitrifikacnich bakterie v biofilmu (Okabe et al. 2005)

Prijem heterotrofnich bakterii 14C-znacenych vyrobkl pochdzejicich z nitrifikaénich
bakterii byla primo vizualizovdna MAR-FISH

vysledky ukdzaly, Ze ¢lenové Chloroflexi a Cytophaga-Flavobacterium hraji dileZitou roli
v odstrariovdni mrtvé biomasy a metabolitl nitrifikacnich bakterii a brdni hromadéni
organickych odpadnich produktt v biofilmu.

STAR-FISH se lisi od MAR-FISH pouze v metodologické, a zdkladni princip metody stejny
Kvantitativni MAR (QMAR)-FISH pristup, ktery dokdze detekovat i jednotlivé buriky

=
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Uptahe of imetope (%)

ol

Radiometry and microautoradiography combined with FISH performed with pure cultures of E. coli and H. aurantiacus. (A)
Liquid scintillation counts for viable and pasteurized E. coli and H. aurantiacus cells after incubation with [3H]glucose for 3
h. ForH. aurantiacus [3H]glucose uptake was also determined after 24 h. ND, not determined. (B through E) Confocal laser
scanning microscopic images of artificial mixtures of E. coli and H. aurantiacus incubated with [3H]glucose and analyzed by
a combination of microautoradiography and FISH by using Cy3-labeled probe 6AM42a (red) and Cy5-labeled probe
EUB338 (colored green by image analysis). (B) Microautoradiographic image of E. coli and H. aurantiacus after 3 h of
incubation with [3H]glucose. (C) Whole-cell hybridization of the microscopic field in panel B. E. coli cells appear yellow
because of the overlapping labels. (D) Microautoradiographic image ofE. coli and H. aurantiacus after 3 h (E. coli) and 24 h
(H. aurantiacus) of incubation with [3H]glucose. (E) Whole-cell hybridization of the microscopic field in panel D. (F and 6)
Confocal laser scanning microscopic images of an artificial mixture of pasteurized E. coli and H. aurantiacus cells incubated
with [3H]glucose for 3 h and analyzed by a combination of microautoradiography (F) and DAPI staining (G). Since no silver
grain formation was observed in the pasteurized control sample, cell morphologies were determined by using the
transmission mode of the confocal laser scanning microscope.



Dalsi modifikace FISH

mnoho dalsich modifikaci technologie FISH
Odlisnosti v sekvenci, znaCeni préb a jejich kombinacich

fibre FISH" rozlideni pouze 1000 nukleotidt

LOOK AT EDDY
WITH HIS | KNOW!
NEW PIERCING’ HE IS
.50 HOT!

o
( A,\J

I _/4

M

{

"%

~multiplex FISH" - zvyraznit nékolik desitek sekvenci DNA
v rdmci jednoho bunééného jddra)

Nose Ring Fish

RING-FISH: polynucleotidové RNA proby

.RNA FISH" - fluorescenéni barvivo vaze na konkrétni
typ RNA molekul v burice (sledovani transkripce)

.QuantiGene ViewRNA FISH" detekce a kvantifikace
molekul mRNA, IncRNA a miRNA

.Stellaris FISH" Single Molecule RNA FISH,
detekce a kvantifikace molekul mRNA nebo
jinych dlouhych molekul RNA v tenké vrstvé tkdné
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Flow-FISH vyuziva flow cytometrii
http://www.pnas.org/content/108/10/4152 full pdf+html
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WHOT microbiologist Stefan Sievert and
colleagues used FISH, or Fluorescence In
Situ Hybridization, to localize and identify
the microbes living in different parts of the
gill chambers of shrimp living near
hydrothermal vents. In the FISH technique,
short stretches of nucleic acids tagged with
different fluorescent labels bind to the DNA
of specific microbes. This image shows two
kinds of bacteria attached fo a hair-like
structure called a seta on the mouth
appendages of the shrimp Rimicaris
exoculata. The ring-shaped seta (seen here
in cross-section) appears blue. Short, thin
G6ammaproteobacteria appear red, and
longer, stouter Epsilonproteobacteria
appear green. The scientists are working to
determine whether these bacteria convert
energy from chemicals in hydrothermal fluids
into biomass that the shrimp can use as an
energy source.




Extrakce a izolace nukleovych kyselin z prirodnich vzorku

»  Nezdvislé na kultivaci mikroorganismt (0,1 - 1 % MO je kultivovatelnych
klasickymi kultiva¢nimi technikami) s s o

Extrakce a izolace
Purifikace
Molekuldrné-biologicka analyza

Neprima izolace DNA/RNA:
oddéleni bunék od zbytku pldy hebo

jiné matrice pred jejich lyzi
pracnéjsi a casové ndrocnejsi
Nycodenz gradient centrifugation
CsCl gradient

Prima izolace DNA/RNA:
promyvdni ptdniho vzorku

drceni, sonikace, enzymaticka lyze g v 8.2 9 VvV Y
ziska se DNA z 90 az 99% bunék S - B
vyuZzivaji se komercéné dostupné soupravy (kity)
E R W
evropsky '-' " ': [\//l
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Extrakce a izolace nukleovych kyselin

1) Bunécna lyze:

ChemICky Pre-treatment steps

* alkalické fosfatové pufry (pH8) -

« EDTA (inhibice nukleas), SDS (rozruseni - vl
bunécnych membran), = = =

« chloroform (destabilizace membran),
polyvinylpolypirolidon

Incubation Take the supernatant only

*  (odstranéni huminovych kyselin) ...

Enzymaticky o H3 L] = L] =HzHz
« lysozym (rozruseni bunécné stény), x 1E

proteinasa K (inaktivace DNAs rid sy ONA g Add Waking Adding Oy dd Eton paid
« aRNAs), DNAsy, RNAsy - utters — Buffer2 buffer  Genomic DNA
Fyzikalné

»  zahrdti na 800C, opakované zmrazovdni a
tani nebo tzv. beadbeating

2) Odstranéni bunécnych struktur véetné
cukernych slozek a proteinu
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Hodnoceni kvality a kvantity NK

Kvantita: ":w
Horizontdlni gelovd elektroforéza St e e i
s 0 FastANA® Pro Soil-Direct 200
agarozovy gel (08 - 1%) K, Appronimatey 15% of 000
the fotal RIA isolated from 500
TAE, TBE pufry ittt o
v vV ’ &% agvose gel Lang 1: %00
Zebricek molekulovych vah - marker e m
Lane 3: Soll #5, Lane 4: So¥
#10, Lane 5: SOl #11, 100
odhad mnoZstvi NK, které pouzijeme pro
ndsledné aplikace |
smés fragmentu (i)
% %./ DNA riizné velikosti g8 3
Kvantifikace: ro | g8 §
. ==
fluorometricky — —
(SYBRGreen, HOECHST dye) — = | o
spektrofotometricky (nanodrop, picodrop, g ¢ = .
spectrophotometers) @Le ey

elektroforeticky gel

Gelovd elekiroforéza je metoda, kterd oddéluje jednotlivé fragmenty DNA na zdkladé jejich pohybu gelem.
Pohyb je zpusoben ele Tr'lckym olem smér a rychlost pohybu je ddn ndbojem molekul, jejich velikosti a
tvarem a rovnéz velikosti nabOJe elektrického pole a slozenim gelu DNA je nabitd zdporne, bude se tedy

pohybovat ke kladnému konci NES
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Spektrofotometrické
méreni koncentrace DNA/RNA

Méri se absorbance pri vinové délce 260 ST T
nm, pFipadné celé spektrum (220 - 320 & Ul '

nm) - umoznuje napr. Nanodrop: | t

. dsDNA: C = A260/0.02 [ug/ml] ! j

. ssDNA: C = A260/0.027 [ug/ml]
. RNA: C = A260/0.025 [ug/ml]

Sleduje se také pomér absorbanci ;
A260/A280: |

« Urcluje Cistotu vzorku NK

+  DNA optimadlni ¢istoty, pokud N —
A260/A280 2 1.8 220 230 po

NE
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RNA quantification,
RT-PCR

P

I

-
§

W

Simultanni extrakce DNA a RNA

Treat
fr

«

l Precipitation with PEG
—:—‘7

with DNasc

cc RNasc

DNA extraction with

DNA binding minicolum

I

frnemm 0

DNA quantification.
PCR

Odhad poméru aktivni versus
celkové biodiversity: pomér

RNA/DNA

* mnoZstvi DNA v burice je stabilni
- odhad biomasy (pocet pritomnych
bunék)

* mnoZstvi RNA se méni v zdvislosti
na bunécném cyklu a pouziva se k
odhadu metabolické aktivity

Pomaly rist: RNA/DNA << 1
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PCR polymerdzova retézovd reakce

Kary Banks Mullis - 1993 Nobel Prize

« umoznuje v kratkém casu namnozit dany kus DNA bez pomoci
bunék

« za nekolik hodin je schopna metoda PCR vyprodukovat kolem
miliardy kopii DNA

«  PCR se sestdvad ze tFi krokd, pri kterych se mnoZstvi DNA zvétsuje
exponencidlné

« klicovym enzymem je DNA-polymerdza z Thermus aguaticus,
Zijicim v horkych pramenech Yellowstonského narodniho parku

« Taq polymerdzaje odolnd vici vysokym teplotdm a zlstdva aktivni
pres mnoho cykld

Nk

« vysoka rychlost i selektivita reakce E
oSt
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Princip PCR

1. Denaturace

«  94°C -96°C
»  feplem se porusi vodikové vazby a oba
Fetézce DNA se oddéli PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

2. Anneahng ) - www“mm‘m‘ " Step 1 : denaturation

 ochlazeni smési na 50°C - 65°C | minut 94 °C
L0 LU | T

*  primery se navdZou na cilovou DNA gt e
vodikovymi mistky podle pravidel

komplementarity
5 mnnmﬂmﬂﬂmﬂml—ﬁﬁmmﬂr_mﬂm ¥ Step 2 : annealing

FLU\LMM . \ ! ’
3 5 EXTenze ¥ N ‘ /7:7;}%\’7’7 45 seconds 54 °C
3 3 2 T 3
® 7ZOC 3 W {1y 1L I ) ‘ forward and reverse
i o g § primers !!!

» DNA-polymerdza _priddva nukleotidy k

3’ konclim primerd, jako pri obvyklé
r'epllkGC| p J p Vy WWWWWW Step 3 : extension
N AL luLinJ_uLL

-~
\ll - |1\

| N, 2 minutes 72 °C

/
| l only dNTP's

I ( )
WMMMW

 cyklus trva pouze cca 5 minut
« dvojndsobné mnozstvi cilové DNA, dlouhé i

stovky pdru bazi gf o m Xry

° TF‘iceT Cykla = Teor‘e‘l’icky miliar‘da kopii fo deH EVROPSKA UNIE
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PCR primery, skladovani produkti

Primer

* synteticky vyrobené molekuly jednoretézcové DNA (20-30 nukleotidi)
» jsou komplementdrni ke konctim DNA, kterd md byt amplifikovdna

« determinuji misto na DNA, které ma byt zmnozeno

The PCR Process
Optimdlni primer... e g
+ 1a-20b | B
*  40-60% G+C, . . . Y 1.0riginal DNA 5.Heat
° G-Ca A-T pary rovnomerne rozmistene TTITTITITITITITTITTT denature

CEARANEERCSESENLE u

« annealingova teplota 55-65°C

v ’ 2.p|’imer5 EENEE P RARE S S o N
*  netvori vldasenky R AR il
O .f. k/ /l k . o 3Taq
Speciticky pro ciiovou sekvenci Opolymerase 6. Anneal
primers

OpTImC'llnf pélr' pr‘imer‘ﬁ"_ 4.Nucleotides l

* rozdil Tm mensi nez 3°C
* netvori 3'dimery

\t"J.Primer
ERTENTENETNNN NN, extension
Uchovdvgnipnva - W T e

«  krdtkodobé 4°C (do 1 tydne) s::,?;ms

«  strednédobé -20°C (alikvoty!) e

« dlouhodobé -80°C (roky)

Uchovavani RNA

« krdtkodobé -20°C E empsky '\[C/TI

. dlouhodobé -80°C fop -maml M
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PCR

' Z . COMPONENT VOLUME FINAL
Rt~ LTI CONCENTRATION
l 98°C 1. autoclaved ultra-filtered water (pH 7.0) 20.7(L -
" " 2. 10x PCR Buffer* 2.5uL 1x
s 1l L bt ,‘l?efl']‘;;:';;‘ri:’:mmd 3. dNTPs mix (25 mM each nucleotide) 0.2uL 200 pM (each
P 0002001011 230303030131 ¢ to separate DNA strands nUCIeOhde)
4. primer mix (25 pmoles/pL each primer)  0.4pL 0.4 uM (each
l 481072°C primer)
E S TTTTFTTTT I Annealing 5. Taqg DNA polymerase (native enzyme) 0.2uL 1 Unit/25 (L
-l-emp.m.< i e 6. genomic DNA template (100 ng/pl) 1.0uL 100 ng/25 yl
DNA strands pAdi11109099999339333¢ %ﬂ;::.;:;}g:immmy
l 68 to 72°C
&y 5 : 3 Extension
ylllllllj 1|1||||15 ensio

A gL L pLLL L ] : :

Nugcent < B -L\{—L ;):')ilm) n:,-e :;SZ):;::C;?:;;CIlI
J

DNA strands s g

‘rTrrr(/;)rTT-rTﬁ'
ylllllllll&llllllls-‘Y}\

Istcycle — 2ndcycle —  3rd cyclc —> 4thcycle ---------- » 30th cycle
T T T
T 23! =2 billion copies
22=4 copies I
23 = 8 copies
Exponential
T I 1 Amplificati
24=16 copies  TrTrTIITIOIIIIT mpi 'canon
FrTrrTIRrTIRT Process is repeated, and
TR the region of interest is
T amplified exponentially
T 1
25 = 32 copies

~ vt
evropsky g i I 3

socialni
OP Vzdélavani
[~ 4 fondvCR EVROPSKA UNIE pro konkurenceschopnost
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Ovlivnéni PCR

Kvalitni templdt (DNA, RNA) — nekteré zivocisnych tkdni obsahuji mnozstvi
Ll o ' nukledz
bez inhibitort reakce - pldy obsahuji inhibitory typu huminové
) kyseliny
Specifické primery  forenzni genetika (problém malého mnozstvi

materidlu - kontaminace vlastnimi NK)
SloZeni PCR mastermixu (mnoZzstvi primert, Mg
iontl, nukleotidd...)
Vhodny standard

Stanoveni pozadi, U¢innosti reakce

ABCD|A BLC

exdension=65C exdension=72C

socialni

fondvCR EVROPSKA UNIE pro konkurenceschopnost
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Multiplex PCR

Multiplexova reakce " o
testovdni mnoha deleci a bodovych (RS tomolionsieln 7)) HLL

@ g
vd . / . . v 4 . < ~§. 5
mutaci v jedné amplifikacni reakci £ : & 3
~ B = 3 x E >~ F
g = g€ g's g8
. , v s —> popsana poprve v r. 1988 s S § g § s g
je nutno vypracovat takové reakéni £f g2 Eg  Es
V4 . o .- . , = = == =@
pOdmlnky (Sekvence nUkleOTIdu, = moditikace klasicke PCR = = = =
. o . 4 ’ =] -— - -_
koncentrace primeru, optimdlni 5o porlito vioe péct \\ /'/
teploty jednotlivych kroku cyklu specifickych primer
atd ) komplementarnich k
’ raznym cilovym sekvencim
v jedné amplifikacni reaket
= umoznuje tak amplifikaci —eEesEsEes
nékolika genu v 1 reakes 1000 bp —pmmm — = essabp
-> Setfi ¢as a penize 500 bp —prmm e
— — &~ 300 bp
ob __— m— e 169 bp

@ 1 niria Katrhnua

- o
o
= .
evropsky I
socidini
|~ 4 fondvCR EVROPSKA UNIE o konkurenceschopnost
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Real Time - PCR

MnoZstvi vytvoreného PCR produktu sledovdno v kazdém cyklu
Pomoci fluorescencnich barviv a thermocyklert s optikou

Aplikace:

Jako klasickd PCR, s vyssi citlivosti a specificitou

Kvantifikace genu ve vzorku vyizolované DNA nebo RNA (qPCR)
Detekce mutaci, Single nucleotide polymorphism (SNP)
Detekce chromozomdlnich aberaci (prenatdlni diagnostika)

A8l Ny =10° g
B Eeblie KALIBRACNI PRIMKA
? (Ng),= 10
= - “standard curve”
3 pd
= —
o g
N - Ng = vychozi koncentrace
O
] C; ="“threshold cycle”
| DU S / _fluorescengni Jrisinieats ! y
| | prah e
| | |
| | 1+ -=-=--- - A LU PR
| | | | |
| | | | | |
(C), (C), (Cp; potetcykll (C)y (C), (CYs Ct

> .o
: N /F’ S
evropsky | I
socialni
.............
=4 fondvCR EVROPSKA UNIE — wiLADEZE A TELOVYCHOVY  pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



RealTime - PCR

Mnozstvi amplifikované DNA méreno v kazdém cyklu jako pribytek fluorescence

Amplifikace zfejma po urcitém poctu cyklt PCR, ktery je neprimo dmérny pocdtecni
kvantité stanovovaného genu (Nct = NO x 2ct)

Porovndni se standardem o
zndmém poctu kopii stanovovaného
genu umozni kvantifikaci

Fluorescenéni barvivo, které se
nespecificky navdze na dsDNA

*SYBR Green (excitace A = 497

hm, emise A = 520 nm)

A)

1. Polymerizace: Fluorescenéni substrat (reporter - R) a
]Lh(\ z? |$LL (Q) jsou navazany na 5' a 3' konce TagMan
sondy.

FORWARD PRIMER PROBE P
5 \ y 3
3 5
5 3
— 3
REVERSE PRIMER

2. Elor e fetézce: Dokud je sonda intakini zaZeni
emitované substratem R je pohicovano blizkym
“zhasetem”

5 \ 7 3

3 5

§ 3
r— 5"

| ni: kdyZ Tag polymeraza dorazi k zatatku
>ondy postupné ji odchlipuje aZ odstépi fluorofor. Ten se
timto oddali od zm:.cu_ a emitované svétlo pfestane byt
pohicovano - detekovana fluorescence stoupa

B)

wazani: SYBR® Green | se vaZe béhem kazdého
c*,klu na dvouvidknovou DNA

enaturace: Ve fazi denaturace DNA je SYBR®
Gre,en I u«olnen z vazby na DNA a celkova fluorescence
dramaticky klesa

Polymerizace: Béhem annealingu primer( a elongace
felézce se Syb Green opét zadina navazoval na
vznikajici dvouvidknovou DNA - fluorescence stoupa

FORWARD FHoME

« specificky zna¢ené sondy Q.

2 9%
o

a: reporterova barva oddélena Emitovana fluorescence

od zhds aCe emituje charakteristickou fluorescenci dosahuje maxima

= i3
K
- . Ly .
f evropsky I - e - 3
socialni I (S TERSTVO SKOLSTVI,  OP Veddlévé 5
(4 fondvCR EVROPSKA UNIE P15 Honiuencesohopaost 3 5
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,Nested" PCR

Amplifikuje se nejprve Usek, kde templdtem
je genomickd DNA

First

z . v/ " Copyright PCR Station Target PCR
* Nasleduje dalsi PCR zv. ,nested"reakce, kde

DA

templdtem je produkt reakce predchdzejici —

Pro prvni reakci se pouzije prvni sada e
oligonukleotidl, v druhé, ,nested" reakci se
pouziji oligonukleotidy, které jsou navrzeny
pro fragment ziskany jako produkt prvni PCR

Second

—_— b PCR

——
Second PCR Run
—

FCR Poduct

Asymetrickd PCR .

« preferencni syntéza jenom jednoho vidkna z duplexu DNA

jeden z primeri je v nadbytku , produkt PCR - jednovldknovd DNA
«  vhodnd napr. pro sekvenovani

SSPR (single strand producing reaction), kterd je je$té specifi¢téjsi. Tato metoda se také
vhodné kombinuje s ,nested"PCR y
J Ef - m N

e THEESSEEERR MINISTERSTVO SKOLSTVI, o vasievens
ndv CR EVROPSKA UNIE Pro konkurencesch
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Priklady vyuziti PCR

namnozeni DNA z 40 000 let starého
srstnatého mamuta

namnozeni mtDNA neandrtdlce

forenzni véda - namnozeni nepatrného
mnozstvi DNA z déjisté zloCinu

namnozeni DNA z jednotlivych
embryondlnich bunék v ramci prenatdlni
diagnostiky

namnozeni virové DNA z bunék, ve

kterych se dd jinak jen téZko prokdzat
pritomnost viru, jako je HIV

= e
% i
r K
; :
evropsky |
sociaini
OP Vzdélavani
=4 fondv CR EVROPSKA UNIE P10 Honiarencesohopaost
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