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1. Metody studia DNA a RNA 
- izolace DNA 

- izolace RNA 

- zjiġŠov§n² koncentrace 

- uchov§v§n² DNA a RNA 

- elektrofor®za (agar·zovĨ gel; polyakrylamidovĨ gel) 

- vizualizace: pŚ²m® barven² v gelu; nepŚ²m® barven² (Southernova hybridizace, 

radioaktivn² znaļen², neradioaktivn² znaļen²) 

2. Restrikļn² enzymy 

3. Klonov§n²  
- ve vektorech (plazmidy, cosmidy, lambda f§gy, BAC, PAC, YAC) 

- pomoc² PCR 

- pŚ²prava knihoven (genomick®, cDNA) 
4. PCR 

- princip  

- denaturace, annealing, elongace 

- elektrofor®za 

- vyuģit² 

5. Sekvenov§n² 
- chemick§ metoda 

- enzymov§ metoda: princip, metodick® pŚ²stupy, aplikace 
- analĨza sekvenc², datab§ze 

- sekvenov§n² genomŢ 
 

 
 

 

Fakta bez teorie jsou chaos, teorie bez fakt je fantazie  

 



Izolovan§ genomick§ DNA z krve (prasete) ï elektroforetick§ separace 



Izolovan§ RNA ï elektroforetick§ separace 



dsDNA - A260 = 1 = 50 ɛg/ml; ss DNA a RNA - A260 = 1 = 40 ɛg/ml 

dsDNA - pomŊr A260/ A280 = 1,8; RNA - pomŊr A260/ A280 = 2,0 

 



Urļen² koncentrace DNA 

a) Spektrofotometricky:   mŊŚen² absorbance pŚi 260 nm 

                                       A260 x 50 = ɛg/ml 

 

 

 

d) Kvantitativn² real-time PCR 

(ŚedŊn² 5ɛl v 1000ɛl; A = 0,049): konc. DNA = 200x0,049x50 = 490ɛg/ml 
   

 

 

b) Fluorometricky 

c) Srovn§n²m z agar·zov®ho gelu se standardem (podle intenzity 

prouģku) 

 

 



 

 

a) Separaļn² metody - elfo  

 Elektrofor®za - separace NK dle mobility v agar·zovĨch 
nebo polyakrylamidovĨch gelech pŢsoben²m 
stejnosmŊrn®ho elektrick®ho pole 

  

DNA (ï n§boj) migruje k anodŊ (+ n§boj) 

 

Pufry: TBE, TAE 



Gel: agar·za 

Um²stŊn²: horizont§ln² 

 

PovaŚen² roztoku 0,5 - 6% agar·zy v pufru, ztuhnut² - gel  

- Agar·zov§ elektrofor®za 



Typy gelŢ: 

- nedenaturaļn² 

- denaturaļn²: pŚ²davek denaturantŢ 

chemick§ reakce: akrylamid + N,NË-methylenbisacrylamid,  

29:1 

Akrylamidov§ elektrofor®za 

koncentrace AA: 3,5-20% 

katalyz§tor: pers²ran amonnĨ, stabiliz§tor 
TEMED (N,N,NËNË-

tetramethyethylendiamin) 



Polyakrylamidov§ elektrofor®za 

(PAGE) 

Gel: polyakrylamid 

Um²stŊn²: vertik§ln² 



Barven² DNA - vizualizace 

f̧luorescenļnŊ ï UV (312nm) : EtBr, Sybr green, GoldStar aj. 

  - ABI (FAM, HEX, NED, 
TED, ROX) 

çhemiluminiscence 

a̧utoradiografie (radioizotopy, rentgenovĨ film) 

b̧arven² stŚ²brem aj. 

PAGE mikrosatelitu (autoradiografie)                                            PAGE- barven² stŚ²brem 



Hybridizace:  Proces spojov§n² ļ§steļnŊ nebo ¼plnŊ 

komplement§rn²ch DNA ŚetŊzcŢ NK rŢzn®ho pŢvodu 

 

                               testovan§(®) molekul(y) x sonda 

Sonda: znaļen§ sekvence NK pouģ²van§ k vyhled§v§n² nukleov® 

kyseliny s komplement§rn² sekvenc² 

znaļen²: radioaktivnŊ, chemiluminiscenc², fluorescenc² 

Hybridizace 



Reasociace:  pomalĨ pochod, pŚi kter®m se ¼plnŊ denaturovan® molekuly spojuj² 

zpŊt do dvouŚetŊzcŢ 

Reasociace 



- kapkov§ hybridizace 

- pŚenos SouthernŢv (Southern blot) - DNA 

- pŚenos northernovĨ (Northern blot) - RNA  

Princip: 

DNA se ġtŊp² a po ġtŊpen² a elfo separaci se fragmenty 

DNA pŚenesou na membr§nu, kde se denaturuj² a 

hybridizuj² se sondou. Po odmyt² nehybridizovan® sondy se 

provede vizualizace sond, kter® zŢstanou hybridizov§ny a 

tak oznaļ² DNA s komplement§rn² sekvenc² 

 

Metody hybridizace 

      (Western blot ï pŚenos proteinu) 



  

Sch®ma hybridizace 

1-  genomov§ DNA, 2- ġtŊpen² restrikt§zami, 3 - elfo separace, 4 

ï SouthernŢv pŚenos, 5-ukotven² na membr§nu, 6-hybridizace 

se znaļenou sondou, promĨv§n², 7-vizualizace ï oznaļen² 

molekul s komplement§rn² sekvenc² k sondŊ 

 











Izoschizomery ï enzymy, kter® ġtŊp² stejn® sekvence. Palindrom ï stejn® ļten² zepŚedu i zezadu (na rŢznĨch vl§knech)   









Vektory  

Plazmidy  -  v E. coli ï velikost inzertu do 10 kb   







Plazmid pUC18/pUC19 




