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Anotace

ZavéreCnd prace je zaméfena na navrh ucebniho textu do predmétu Biologie
pro studenty studijniho oboru Zdravotni laborant na VOSZ A SZS v Hradci Kralové.
Navrhovany uéebni text se specializuje na Metody molekularni biologie. Ucelem je

studentim poskytnout zékladni piehled téchto metod a jejich principti, protoze se v soucasné

vvvvv

pro své budouci povolani.
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Annotation

The theme of this final thesis is suggestion of new learning text. It focuses on students
of biology, laboratory technicians of Sexondary medical school in Hradec Kralové. This new
learning text is specialized in methods of molecular biology. Since there is a lot of new
technologies, the main aim of this thesis is to provide a basic summary of these methods and

principles. It provides students a better overview for their future job.
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SEZNAM ZKRATEK

DNA — deoxyribonukleova kyselina

ELFO — elektroforéza

EtBr — ethidiumbromid

GC — guanin (pyrimidinova) /cytosin (purinova) baze
HS — hmotnostni standard

IgG — imunoglobulin G

kb — 1000 pb (velikost genu)

Mr — relativni molekulova hmotnost

MRNA — mediatorova ribonukleova kyselina

NK — nukleova kyselina

pb — jednotka paru baze

PCR — polymeréazova fetézova reakce

rDNA — rekombinantni deoxyribonukleova kyselina
RNA — ribonukleova kyselina

SDS — dodecylsulfat sodny

SDS — PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
Taq polymeraza — termostabilni enzym pochazejici z bakterie Thermus aquaticus

UV zafeni — ultrafialové zareni



UVOD

Molekularni biologie je rozvijejici se védni obor, kdy se s jejimi metodami setkavame
i v kazdodennim Zivots.! Netyka se to jen napf. geneticky modifikovanych organismi, jako
jsou kukufice, soja, rajcata, tabak, fepka, bavlna atd., ale také geneticky upravenych 1éku
napt. vakcina proti hepatitidé B, 1éky na hemofilii atd. Je tedy dulezité, aby se studenti s touto
veédni disciplinou seznamili uz ve vyuce Biologie na stfednich odbornych zdravotnickych

skolach.

ZaveéreCna prace je rozdélena do tfech oddild, kde se vprvni casti zaméfuji
na charakteristiku u¢ebnic a na didaktické zasady. Druhy oddil zahrnuje vlastni ucebni text,
ktery je uréen vSem studentim Biologie, jeZ chtéji ziskat zdkladni informace o soucasnych
metodach molekuldrni biologie. Cilem tohoto ndvrhu ucebniho textu pro studenty stfedni
odborné zdravotnické Skoly je pfiblizit metodické piistupy v oblasti molekularni biologie
a poskytnout piehled jednotlivych vybranych metod pomoci vizualnich pomicek a to
s dirazem na vysvétleni jednotlivych principi. Na konci kazdé kapitoly je nékolik otazek,
které shrnuji dtlezité poznatky vhodné napt. ke zkousce nebo pro sebehodnoceni vyucujiciho
a celkové shrnuti dané metody. V posledni tfeti ¢asti teoreticky analyzuji didakticky rozbor.
Na zavér v tomto oddilu ve vlastnim komentafi zmifuji charakteristiku Skoly a studijniho

oboru.

' JANSTOVA, Vanda a Martin JAC. Scientia in educatione. SCIED: Vyuka molekuldrni biologie na gymndziich:
analyza soucasného stavu a moznosti jeji podpory. 2015, 6(1), 14 - 39. ISSN 1804-7106.



1 TEORETICKA CAST

Kvalitou vzd€lavani rozumime souhrn jeho uzitnych a pro spolenost vyznamnych
vlastnosti. Postoj ke kvalité vzdélani je determinovan pozadavky spolecnosti na ptipravu lidi
pro zivot. Proto by mél kazdy ,zkvalitnit vzdélani na vSech stupnich a typech Skol*,
respektovat jako vychodisko svych rozhodnuti pojeti kvality vzdélavani pro 21. stoleti.

Za uzite¢né a pro spoleCnost vyznamné vlastnosti pokladdme shodu mezi dosazenym
vzdélanim  kazdého jedince a pozadavky spoleCnosti na pfipravu  Cloveka
pro konkurenceschopnost Vv soucasnych zivotnich podminkach. Dale odpovidajici miru
rozvoje vybranych prvkl psychiky jednotlivych studenti, korelujici s pozadavky spolecnosti
na vnitini vybavenost kazdého clovéka. Kli€ové prvky reprezentujici vnitini vybavenost
Clovéka pro jeho uplatnéni v 21. stoleti jsou voleny z kognitivni a nekognitivni sféry

psychiky.?

1.1 Stav problematiky metod ve specialnich pifedmétovych metodikach

Didakticky systém metod je vzorem norem cCinnosti pii vyuce a tim ma podobu
teoretické predstavy. Systém metod je realizovan ve vyuce a jednotlivé metody jsou
kombinace postupti v ur€itém systému. V roviné specialn¢ didaktické, kterd zahrnuje prvky
procesu vyuky ve vSech pfedmétech (pf. opakovani, upeviiovéani, kontrola, doméci ukoly,
kombinace postupt vzhledem k jejich rozmanitosti).

Na urovni uéebnich predmétt vznikaji systémy postupd, zajistujici vyuku danému
pfedmétu. V roviné zkouméni uciva ve skute¢ném procesu vystupuji jednotlivé kroky
sledujici dil¢i cile, vstupujici do Sir§iho cile vyuky podminénou metodou. Zde mohou pevna
spojeni jednotlivych krokti chybét, ale i tyto kroky podléhaji interpretaci v didaktickém
systému metod.

V metodické roviné mize byt mnoho metod, ale v didaktické roviné je pocet metod
omezen. Specidlné didaktickych cili je dosahovédno specifickymi metodami, kdy mé kazda
vztah k systému obecné didaktickych metod. Domaci ukoly lze chapat z hlediska konkrétniho
metodického cile (opakovat ucivo, osvojit si vyklad nové latky, délat cviceni, Fesit ulohy).
Z hlediska  zptisobu jeho plnéni (s  detailni nebo  zkrdcenou  instrukci,

bez instrukce, ale suvedenim oblasti reproduktivni ¢ tvar¢i  Cinnosti).

?NAVRATIL, Stanislav a Jan MATTIOLL Vyucovdni, uceni a kvalita vzdélani pro 21. stoleti. Praha: Univerzita
Jana Amose Komenského, 2013. ISBN 978-80-7452-034-1.
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Timto zpisobem je organizovana i samostatna prace: dle instrukci rizného stupné uplnosti,
ktery ptedpoklada riizny stupeil samostatnosti.

Sestavovat tyto dil¢i metody je dulezité pouze pii respektovani obecné didaktického
hlediska jako vychodiska. Problém dil¢ich metod miize byt feSen neuplné a neefektivné,
pokud neni splnéna tato podminka. Neni napi. ndhoda, Ze v teorii a praxi vyucovani byla
pfitazovana k upeviiovani ucebni latky dlouhou dobu vyluéné cviceni a opakovani
(tj. reproduktivni metoda). Zatimco upeviiovani lze realizovat pomoci heuristické nebo
vyzkumné metody. Pii testu védomosti dosud prevlada reproduktivni zplisob dotazovani,
zatimco tvarci ulohy riznych typl a rozsahu jsou nepostradatelnym prostiedkem testu nejen

védomosti, ale Gsp&snosti celé vyuky.>

1.2 Edukace zprostifedkovana mediem

Ucebnice patii k nejstar§Sim vytvorim lidské kultury. Pouzivaly se uz davno ptred vynalezem
knihtisku. Prvni ucebnicové texty byly vyryty klinovym pismem do hlinénych desticek
¢i byly psany na pergamenové svitky. Vztahovaly se na naboZenské ritudly, pro astronomicka
méfeni a byly objeveny v archeologickych nélezech po narodech starovéké Asyrie, Babylonu,
Egypta a Ciny, jiz n&kolik tisic let pf. Kr.

V 15. st. po Gutenbergové vynalezu knihtisku nastal masovy rozvoj Skolnich ucebnic.
Jeden ze zakladatelu teorie tvorby modernich $kolnich ucebnic byl Jan Amos Komensky.
Nejznaméjsi ucebnice jazykl jsou Dvete jazykil oteviené a Svét v obrazech. Komensky byl
také teoretik, viz Velka didaktika.

Lze konstatovat, Zze vyzkum ucebnic se ve svété ustaviéné rozviji a staraji se o n¢j

zvl4§tni centra v jednotlivych zemich. Bohuzel Ceska republika takovéto centrum nema.

1.3 Vyucovaci metody
Pro dosaZeni cilti v uvédomélé ¢innosti je rozhodujicim prostiedkem metoda. Pod pojmem
vyucovaci metoda v didaktice rozumime r0zné zpisoby zamérného uspofadani cinnosti

ucitele tak i studentli, smétujici ke stanovenym ciliim.

® LERNER, 1. J. Didaktické zaklady metod vyuky. Didaktické zdklady metod vyuky. Praha: Statni pedagogické
nakladatelstvi, 1986, s. 5-165. ISBN 14-485-86.
* PRUCHA, Jan. Moderni pedagogika. 5., aktualiz. a dopl. vyd. Praha: Portal, 2013. ISBN 978-80-262-0456-5.
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Diive ptevladaly metody zalozené na napodobovani ¢innosti dospélych, na nécviku
pohybovych a pracovnich dovednosti. Metody pfednasek a rozhovortt dominovaly v obdobi
antického Recka. Metody slovni ptevladaly ve stiedovékém Skolstvi. V 19. stol Herbart
zalozil didaktické postupy na analyze psychickych procesi, realizujici pfi osvojovani uciva.
Od 70. let vznikaly inovacni didaktické teorie a koncepce soustfed’ujici pozornost
k metodické kompetenci vyucujiciho, ale také kladly duraz na aktivni spolutcast studenti.
Ve 20. stoleti se hledaji rGzné tzv. alternativni metody, které umozni aktivitu studentim
pfi formulaci cilti a planovani procesu uceni, podpoii strategie uceni, ziskdvani osobnich
zkuSenosti atd.

Pomoci metod se uskuteCiiuje vazba cile a obsahu pedagogického procesu s jeho
vysledkem. Ten je dan zménami v dovednostech, osobnostnich vlastnostech studentd,
postojich a védomostech. Metody vyucovani jsou spjaté se specifikou vyucovaciho predmétu,
s piesnymi didaktickymi Glohami.>®

Proces vyuky je sled vzajemné soucinnosti ucitele a studentli. Metody se nedaji realizovat
bez cilevédomé spoluprace, proto neni spravnou volbou hovofit o metodach vyucovani
a metodach uceni izolované. Student je souasn¢ i subjektem kdyz k nému ucitel smétuje.
Také se uplatnuji i zkuSenosti ucitele, kdy uvazuje o pozici metod ve vzajemnych vztazich
zékladnich prvkil ve struktufe, dynamice vyucovaciho procesu. Tyto vztahy lze vyjadrit

nasledovné (viz obrazek).

Obrazek & 1 Vzajemné vztahy prvkil ve vyucovacim procesu’

> SKALKOVA, Jarmila. Obecna didaktika. In: ROTH, Leo. Pidagogik: Handbuch fiir Studium und Praxis.
Miinchen: Ehrenwirth, 1991, s. 181-183. ISBN 9783431030242.

® SKALKOVA, Jarmila. Obecn4 didaktika. In: SKATKIN, Michail Nikolajevi¢ a Michail Aleksandrovi¢
DANILOV. Didaktika stiedni skoly: vysokoskolska prirucka pro posluchace fakult pripravujicich ucitele. Praha:
Statni pedagogické nakladatelstvi, 1982. Ucebnice pro vysoké skoly (Statni pedagogické nakladatelstvi).

7 SKALKOVA, Jarmila. Obecna didaktika. In: MIALARET, G. Pédagogie generdle. Paris, PUF 1991.



Otevienym problémem jsou neustale pokusy o klasifikaci metod. Manak klasifikuje zdkladni
metody vyucovani do Sesti aspektl:

1) didakticky — metody slovni, nazorn¢ demonstra¢ni a praktické

2) psychologicky — metody sdélovaci, samostatné prace studentd, badatelské,

problémové, vyzkumné

3) logicky — potup srovnavaci, induktivni, deduktivni, analyticko-synteticky

4) procesualni — metody motivacni, expozi¢ni, fixa¢ni, diagnostické a aplika¢ni

5) organiza¢ni — kombinace metod s vyu¢ovacimi formami a pomtickami

6) interaktivni — metody diskuzni, situacni, inscenacni, specifické a didaktické hry

Vyucujici se rozhoduje o nejvhodnéjSich metodach pii pldnovani a promysleni vyuky.
Cilem je vyucovaci jednotka, predpoklddany charakter procesu uceni studentd a jejich
znalosti, charakter obsahu ugiva a nasledna analyza.® Praci s ucebnici a knihou, textovym
materidlem, pisemné prace patii do didaktického aspektu, konkrétné do metody slovni,
ziskavani novych poznatki, tak jejich upeviiovani. Pro spravné rozvijeni dovednosti studentli
je ukolem ucitele, aby je naucil pracovat samostatn¢ s ucebnici. Dobré ¢tenaiské dovednosti,
plynulé ¢teni s porozuménim jsou nezbytnym zakladem.

Ucitel by mél tvofit takové otazky a ukoly, aby student 1épe pronikl do hloubky
cteného textu. Postupem cCasu ulitel miize stimulovat naro¢néjsi ukoly a otdzky, ale musi
pfedvidat obtiZe, se kterymi se studenti mohou setkat.
Tak, aby ptedeSel situaci, Ze studenti text pouze mechanicky reprodukuji. Vyclenovani
hlavnich myslenek usnadni grafickd Gprava ucebnice (napf. vnitini ¢lenéni textu, barevné
tisténi hlavnich myslenek, oznacovani vyznamnych tsekl latky svislymi ¢arami po strané
textu, zvyraziiovani dilezitych pojmu atd.). Je potteba, aby studenti ve vSech pfedmétech
uméli pracovat s ucebnici a knihou a to pfedevSim samostatné. Hlavni mySlenky textu
si mohou oznacovat piimo v textu nebo si mohou délat vypisky do sesitu, kdy se uci délat
poznamky. Strategie aktivniho uceni z textu podnécuje ke konstruovani nového koncepéniho

systému s pouzitim starych prekoncepci.

® SKALKOVA, Jarmila. Obecna didaktika. In: BABANSKIJ, J.K.: Optimalizace vyucovaciho procesu. Praha,
SPN 1979.



Starsi zaci jsou sméfrovani k samostatné praci s textem, tj. excerpovani — vypisky
ze zajimavych pasazi pro ¢tenare; zpracovani osnovy; myslenek; konspektu — nejpodrobné;jsi
excerpovani; ptiprava referatu).
Interdisciplinarni ,.,teorie uceni z textu* byla vyvinuta v oblasti vyzkumu ucebnic a vyuziva
poznatky nejen z psychologie uéeni, psycholingvistiky, psychodidaktiky aj. Podle Gavora je
tak pohled ucitele na funkci jazykové prezentovanych poznatki ve vyucovani vice

prohlouben.

1.4 Struktura a funkce uc¢ebnic

Dobie zpracovana Skolni uc¢ebnice je dimyslné medium s bohaté ¢lenénou strukturou
a s velmi funkéné konstruovanymi komponenty. V pedagogické teorii je ucebnice chapana
bud’ jako zdroj obsahu vzdélavani pro zaky nebo kurikularni projekt. Kdy je bran jako né&jaky
model nebo scénaf, s jehoz pomoci spolecnost reguluje edukaéni procesy v prostiedi skoly.
Ucebnice jsou znacné vazany na ideologické a politické zakonitosti jednotlivych zemi.
Obsahy ucebnic mohou ovlivitovat vytvafeni riiznych postoji, resp. vytvaret i nezadouci
pfedsudky u mladé generace.

Nebo je ucebnice chapana jako didakticky prostfedek. Tento pojem lze vymezit shodné
jako ,,vSe, co vede ke splnéni vychovné-vzdélavacich cili* (J. Manak, 1994, s. 52). Jsou
to prostiedky nematerialni (napf. vyucovaci metody), ale 1 materidlni (= ucebni pomiicky).
J. Manak (1994) uvadi taxonomii zahrnujici osm druhli ucebnich pomtcek (napf. obrazy,
projekce, pfistroje atd.) a za jeden z nich povazuje literarni pomiicky, jako jsou ucebnice,

ptirucky, atlasy a jiné.?

1.5 Zakladni funkce a komponenty ucebnice

Pricha vymezuje tii zékladni funkce ucebnice:

1. Prezentace uciva — soubor informaci, které musi piedkladat uzivatelim rtiiznymi formami
(verbalni, obrazovou, kombinovanou).

2. Rizeni uéeni a vyuéovani — didakticky prostiedek, fidici studentovo uéeni (napf. pomoci
otazek a ukoll) a ucitelovo vyucovani (napt. udédva proporce uciva vhodné pro urcitou

¢asovou jednotku vyuky).

*PRUCHA, Jan. Moderni pedagogika. 5., aktualiz. a dopl. vyd. Praha: Portal, 2013. ISBN 978-80-262-0456-5.
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V pribehu 20. stol. vyzkum zaméieny na ucitele a vyucovani prosel boutlivym vyvojem
a dominovala tzv. osobnostni paradigma. Zkoumaly se, jaké osobnostni charakteristiky
ucitele pozitivné ovlivituji zaky. Lepsi ucitel byl ten, ktery byl otevieny, viely a 1épe umél
povzbudit zaka k udeni.™®
3. Funkce organiza¢ni (orienta¢ni) — informuje uzivatele o zptisobech svého vyuzivani (napf.
pomoci obsahu, rejstiiku nebo pokynil).
Tato klasifikace je zakladem pro praktické evaluacéni analyzy, kterymi lze ptesné

vyhodnocovat didaktickou vybavenost uc¢ebnic. Kvalitu ucebnice vzhledem k jejimu vyuziti

pro uéeni studentil uréuje didaktick4 vybavenost.*

Zmény obsahu témat uciva jednotlivych vyucovacich predméti

Rychlé starnuti stavajicich informaci a jejich nahrazovani novymi je jednim
Z charakteristickych vlastnosti spolecenského Zivota v 21. stoleti.

Chceme-li zajistit, aby obsah vzd€lavani korespondoval s naroky spole¢nosti, musi
pravidelné dochazet v urcitych ¢asovych intervalech k vytésnovani jiz zastaralych informaci
Z obsahu a nahradit jej novymi. Pokud toto nebude respektovano, nutné se snizi kvalita
dosazeného vzdélani a nebudou se tak Zzaci moc pfipravovat na nejbliz$i budoucnost,

ale na minulost.*?

Zmeény zpracovani obsahu ucebnic

Ucebnice by se mé&ly stat prostiedkem, ktery bude vytvaret predpoklady pro ¢innosti
a ridit ¢innost studentti pii samostatné konstrukci védomosti.
Také pfi  nacviku intelektovych a senzomotorickych dovednosti. Déle pii vyuzivani
védomosti, dovednosti jako napf. inStrumenti feSeni ve Skole, ale zejména pii domaci

piipravé.

Didakticka vybavenost ucebnic, ktera odpovida soucasnym pozadavkim na kvalitu vzdélant,
zahrnuje dva aparaty:

1. Aparat prezentace uciva

0 JANIK, Tomés. Didaktické znalosti obsahu a jejich vyznam pro oborové didaktiky, tvorbu kurikula a ucitelské
vzdeélavani. Brno: Paido, 2009. Pedagogicky vyzkum v teorii a praxi. ISBN 978-80-7315-186-7.

Y pRUCHA, Jan. Moderni pedagogika. 5., aktualiz. a dopl. vyd. Praha: Portal, 2013. ISBN 978-80-262-0456-5.
 NAVRATIL, Stanislav a Jan MATTIOLL Vyucovani, uceni a kvalita vzdélani pro 21. stoleti. Praha:

Univerzita Jana Amose Komenského, 2013. ISBN 978-80-7452-034-1.



Vykladovy text, ktery by mél predev§im obsahovat klicové informace reprezentujici
identifika¢ni znaky pojmu, postupt, zakont, d¢ju atd., jejichz model budou zaci konstruovat.
Text by mél slouzit jako pracovni material (pramen poznéni).

Dopliikové texty popisujici dalsi ptiklady vztahujici se k novym pojmim, postupiim,
zékontim, pravidliim atd., 1 dopliujici texty by mély byt vyuzity jako pracovni material.

Naukové ilustrace (grafické modely, schematické kresby, nacrtky) fotografie, dalsi
nazorné podoby pracovniho materidlu, které¢ musi zahrnovat vSechny elementy reprezentujici
identifikacni znaky zakont, pojmu, postupi atd., jejichz vnitini obrazy si budou moci studenti
konstruovat.

Slovniky cizich slov.

Operovanim s naukovymi ilustracemi, texty a dal$im materidlem si studenti rozviji védomosti,

dovednosti a také konvergentni mysleni.

2. Aparat fidici ¢innosti

V tvodu ke kazdému tématu uciva stanoveni novych pojmu, pravidel atd., 0 nichZ si ma
student operovanim s texty, obrazovymi komponenty vytvofit vnitini obrazy.
Uvadi se alternativni pokyny k praci pod kazdym textem, které pobidnou studenty
pii samostatném operovani s pracovnim materidlem. Predkladaji se oteviené a uzaviené
ukoly, otazky presahujici ramec Skoly, tzn. vztahujici se k jednotlivym oblastem
spoleCenského Zivota, jejichz feSenim s vyuzitim diive i nov€ konstruovanych vnitfnich
obrazli uciva si studenti rozvijeji konvergentni mysleni, divergentni mysleni, ziskaji osobni
zkuSenost a také intelektudlni dovednosti. Prezentuji se zpétnovazebné informace o spravnosti
feSeni predlozenych ukoll a otdzek. Mezi dalsi komponenty patii pokyny, kam se obratit
kdyz student bude muset opravit chybné feSeni. Grafické znazornéni diileZitych ¢asti obsahu
textd ve vztahu ke konstrukei vnitfnich obrazl prostfednictvim napf. stinovanim slov, danim
slov do rameckul, prolozeni pisma, velikosti pisma u dilezitych slov, stinovani slov, uziti
stejné barvy pro ukoly, otazky a ¢asti textu, jenz souvisi s feSenim ukoli a otazek.
3. Aparat fidici ¢innosti

Mezi tyto komponenty lze zatadit obsah ucebnice, ¢lenéni ucebnice na tematické celky,

marginalie a rejstiik (vécny, jmenny, smiSeny).



Zmény v ucebnich textech a struktura se mohou tykat jak klasickych tisténych ucebnic,

tak i elektronickych ugebnic (tj. e-knihy,e-learning atd.).™

1.6 Ucebnice v multimedialnim systému didaktickych prostredki

Ucebnice ptredstavuje vyznamnou etapu, kterd se vélentuje do kazdodenni ¢innosti ucitele
a uceni studentl pfi vyucovani i mimo n¢€. Z té€chto hledisek se v priabehu vyvoje zformovaly
ruzné pristupy k tvorbé ucebnic. Na didaktické koncepci zavisi zpisob vykladu uciva a jeho
didaktické organizace.

Od komplexniho pojeti ucebnice se predpoklada, ze bude také prostiedkem fizeni uceni
studentd, zaloZeného na jejich vlastni aktivni ¢innosti. To vede K tomu, Ze se napiiklad nové
utvareji vztahy mezi texty a mimotextovymi komponentami ucebnice (ilustrace, tabulky,
schémata atd.). Také se ve vétSim poctu zafazuji nckteré prvky cvicebnic, tkoly
pro samostatnou praci, laboratorni prace s instruktdzi cvicebnicového typu, ukoly
ptedpokladajici rizné druhy praktickych cviceni a dal$i. Inova¢ni impulzy vedou vyucujiciho
pro vyuziti novych organiza¢nich forem vyuky.

Didakticky zpracované ucebnice by mély plnit pozndvaci a systemizacni funkci,
upeviovaci a kontrolni funkci, motivaéni a sebevzdélavaci, koordina¢ni, rozvijejici
a vV neposledni fad¢ i funkci vychovnou.

Z didaktického hlediska je podstatné sledovat sloZitosti a obtiznosti uebnic, nebot
existujici vyzkumy poukazuji na jejich ptfetéZovani. Z hlediska kvantitativniho (mnozZstvi
pojmu, faktl aj. i z hlediska kvalitativniho (naroc¢nost vykladu, slozité vyjadfovani aj.).
Nekteti ucitelé navrhuji na optimalizaci ucebnic a pro zvysenou motivaci studentll k uceni
napi. kdyby se zaradily otazky a ukoly blizké praxi nebo se sniZilo celkové mnozstvi uciva
V ucebnicich a text byl vice srozumitelny. Déle by upfednostiiovali vice testi do ucebnic,
vetsi pocet zajimavosti a pritazlivosti uciva, vice otazek, ukolid a cviceni. Odlisit povinné
ucivo od nepovinného nebo snizit pocet odbornych terminti a pojm1.

Multimedidlni systém didaktickych prostfedkli a pomiicek by se mél pouzivat promyslené
tak, aby kazdd pomiicka plnila ve vyu€ovani tu funkci, pro kterou ma nejlepsi predpoklad.

Ovsem zalezi na podminkéch Skoly a moZnostech ucitele.

B NAVRATIL, Stanislav a Jan MATTIOLL Vyucovdni, uceni a kvalita vzdélani pro 21. stoleti. Praha:
Univerzita Jana Amose Komenského, 2013. ISBN 978-80-7452-034-1.
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1.7 Uceni z textu

Na mnoha skolach studenti nenavstévuji knihovny a nékteré ucebnice vraci bezmala jako

nové, ale je to pripad od piipadu. V soucasné dobé je oblibena projektova metoda, které

se dostava SirSi vyuziti. Podle Martona a Salja se diferencuji dva pfistupy ke studiu formou

Ctenti:

1) Povrchovy pfistup

Studenti jsou pasivni a chtéji zvladnout celé téma.
Chtéji se naucit co nejvice stran.

Chtéji najit spravné odpovédi.

Pottebuji vstiebat presn¢ dané védomosti.

Vyzaduji se naucit latku doslova.

2) Hloubkovy piistup

Studenti jsou dusevné aktivni a cht&ji znat hlavni myslenky. Byvaji vSestranni
Vyzaduji téma jako celek.

Potiebuji vidét souvislosti.

Chtéji logiku argumentace.

PoZaduji smysl urcitych nejasnych ¢asti uciva a opravnénost zaveri.

Chtéji znat na Cem je argumentace postavena

Cht¢ji znat vyznam obsahu textu v svych dusledcich.

Petty (2004) uvadi i tfeti nulovy ptistup, kdy si studenti jen mechanicky procitaji text s nadéji,

ze jim automaticky naskace do hlavy a chtéji ho mit rychle za sebou.

Cetba by méla pfedev$im studenty upoutat svym textem

Ukéazka ruznvch zpusobu a ¢innosti, jak podnitit studenty ke ¢teni:

zajimava Cteci Cinnost

- poznamky z cetby

- prepracovani tématu

- hledani informaci

- kritika textu

- referat
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Velkou vyhodou je, Ze umozni kazdému studentovi pracovat vlastnim tempem. Napf.
bystrejsi zak pracuje rychleji a do hloubky a naopak pomalejsi studenti si zvoli jednodussi
text a maji vice ¢asu. Uceni ztextu umoziuje rozvijet osvojovani pieCtené informace,
coz neni mozné docilit bez praxe. Dale rozviji dovednost umét se 1épe orientovat v knize
i v knihovné. Seznamuje studenty s dulezitymi texty v u¢ebnicich a role pedagoga je naucit

kazdého studenta vyhledavat informace.'*

1.8 Didaktické zasady ve vyuce biologie

,,Kdo neumi zakiim védecké poznatky vysvétlit, je bud’ neschopny, anebo podvodnik*.
Albert Einstein

V soucasnosti je didaktika chapana jako samostatnd védni disciplina, kterou nelze
oddélovat a izolovat od ostatnich soucasti pedagogiky, ptfedev§im teorie vychovy.
Na to uz v minulosti poukazovali pedagogové jako napt. J. F. Herbart, J. A. Komensky aj.

Podpora oborovych didaktik pfedpoklada nejen dobré znalosti v oboru pedagogiky,
psychologie, ale také piislusnych védnich obort, ke kterym se oborova didaktika vztahuje.
Obecné lze fici, Ze didaktika poskytuje oborovym didaktikdm obecny teoreticky zaklad.
A oborové didaktiky jsou dilezit¢ pro didaktické vyzkumy, uskuteciiyjicich
se prostfednictvim jednotlivych pfedmétﬁ.l5

Didaktické zasady povazujeme za obecné principy, jejichZ respektovani umoznuje zajistit
uspésny a bezproblémovy priubéh vzdelavaciho procesu a cild, tedy efektivni vyuku. Nelze
je aplikovat Sablonovité, bez hlubsi analyzy tGrovné studentd, vzdélavacich cildi, metod,
prostiedki, forem vyuky atd. Tyto zasady se méni s dobou Vv zavislosti na ménicich

se spolecenskych pozadavcich na vysledky vzdélavani a profil absolventa.

Nejvyznamnéjsi didaktické zasady ve vyuce biologie:

e Zasada védeckosti

Obsah uciva odpovidd modernim poznatklim védy. Sleduji se nové informace po patficné
didaktické transformaci a zafazujme jej do vyuky, vysledky biologického vyzkumu.
Pii spornych poznatcich je dilezité studenty upozornit na tuto skuteCnost. Také muZete
poukdzat na mnoZzstvi faleSnych povér (napi. syCek piivolavajici smrt), vyvarujte

se antropomorfismu (napf. hloupa husa).

Y“PETTY, Geoffrey. Moderni vyucovani. Vyd. 3. Praha: Portal, 2004. ISBN 80-7178-978-x.
1 SKALKOVA, Jarmila. Obecnd didaktika: vyucovaci proces, ucivo a jeho vybér, metody, organizacni formy
wucovani. Praha: Grada, 2007. Pedagogika (Grada). ISBN 978-80-247-1821-7.
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Nebo antropocentrismu (napf. krava ma mléko, aby se ¢lovék mohl napit). Problémem muze
byt 1 deformace védeckych poznatki dana ideologii doby (napt. O. B. LepeSinska — bunky
nevznikaji délenim z jinych bun¢k, ale z ,,zivé hmoty*).

e Zaisada pfiméfenosti a srozumitelnosti

Respektujte veékové rozdily studentd a nezahlcujte je fakty, odliSujte podstatné
od nepodstatné¢ho. K chybam vede pfili§ obtizné ucivo a pfemira uciva a naopak. Se zasadou
pfimétenosti vede k diskuzi pouzivani odbornych latinskych terminti a odbornych latinskych
jmen organismi. Nové ucivo vysvétlujte srozumitelné a jednoduse.

e Zasada ndzornosti

Az 87 % informaci pfijima ¢lovek nejefektivnéji a v nejveétsim mnozstvi zrakem. Nazorné
pomiucky vyuzivat jen v pfiméfené mife, nebot’ pfecefiovani této zdsady mize zpomalit rozvoj
kreativniho a abstraktniho mysleni studentti. Podle J. A. Komenského: ,,proto budiz ucitelim
zlatym pravidlem, aby vSechno bylo pfedvadéno vS§em smyslim, kolika mozno*.

e Zasada soustavnosti a posloupnosti

Vseobecné lze fici, ze nové poznatky se maji opirat o predchazejici, jiz diive osvojené
poznatky a ty se pak stanou vhodnou zakladnou pro poznatky nasledujici.

Napf. studenti vyjmenuji detailn€ vSechny jednotlivé meziprodukty riznych biologickych
cyklid a nedokaZou vSak struéné shrnout vyznam té€chto procesii. N€kdy je vyhodngjsi zacit
od celku k jednotlivostem a az pak probirat jednotliva dil¢i témata. To umoznuje studentim
rychlejsi vhled a porozuméni studovanym jeviim v Sirokych vzajemnych souvislostech.

e Zasada trvalosti

Opakovani je matka moudrosti, takze potad opakujte zékladni ucivo, jez predstavuje
soubor poznatkll o kli¢ovych biologickych jevech a jejich zdkonitostech. Z didaktického
hlediska umozituje znalost zakladniho uciva, detailni a hlubsi studium biologickych obora.
Ucivo predkladejte ve vzajemnych souvislostech a vyuzijte aktivni uceni.

e Zasada spojeni $koly se zivotem a spojeni teorie s praxi

Jde o to, jak presvédcCit studenty o smysluplnosti vyuky, o praktickém vyznamu i mimo
Skolni prostfedi. Je vhodné sestavit napt. katalog praktickych ptikladt aplikaci védeckych
poznatki pro jednotlivé biologické obory a prubézné jej doplnovat.

e Zasada vychovného vyucéovani

Vyuka biologie by méla napliovat i afektivni cile vyuky, méla by ovlivnit postoj
a hodnoty studenta.

e Zaisada individualniho pfistupu ke studentiim

12



Je dulezité, aby ucitel umél diferencovat mezi studenty, napt. nadany x mén¢ nadany;

chce jit studovat biologicky obor a naopak; studenti s psychickym, socialnim handicapem
atd.).

e Zasada respektovani mezipfedmétovych vztahu

Ptipravit si vyukové moduly integrujici poznatky z ptibuznych kontaktnich vzdélavacich
obort.

e Zasada hygieny a bezpecénosti vvuky, Zasada rovného pristupu ke vzdélani

e Zasada uvazlivé volby vzdélavaci strategie

Prioritou by mélo byt splnéni vyukovych cill, a nikoliv naplnéni formalniho piedpokladu

L ., . 1
,,byt inovativni za kazdou cenu*. 6

® VINTER, Vladimir a Ivo KRALICEK. Zacinajici ucitel biologie. Olomouc: Univerzita Palackého v

Olomouci, 2016, s 44 - 48. ISBN 978-80-244-5021-6.
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2 Téma: Zakladni metody v molekularni biologii

Cil: Seznamit studenty se zakladnimi molekularnimi metodami. Student bude schopen
ovladat izolaci nukleovych kyselin a pouzivat centrifugacni metody. Nauc¢i se provadeét
elektroforézu nukleovych kyselin a zrealizovat hybridizaci. V posledni fadé se nauci
definovat polymerazovou fetézovou reakci. Tyto vychozi metody umozni optimalni vzdélani

pro praci v laboratofich zékladniho i aplikovaného vyzkumu.
Klic¢ova slova: izolace NK, centrifugace, elektroforéza, hybridizace, PCR

Odborna literatura:

> KOCAREK, Eduard. Molekuldrni biologie v mediciné, 2007; S

» MARDA, Jan. Metody molekularni biologie, 2005;

» ROSYPAL, Stanislav. Uvod do molekuldrni biologie: Dil ctvrty. Rostlinné viry, priony,
molekuldarni evoluce, vzmik Zivota, zdkladni metody molekulatni biologie, genové

inZenyrstvi, genovd terapie, 2002.

2.1 Tematicky celek - 1zolace nukleovych Kyselin

Izolace (extrakce) NK nebo jejich ptecisténi = ziskdni DNA (RNA) z dan¢ho vzorku

za pouziti kombinace chemického a fyzikalniho ptistupu.

Cilem je ziskat NK v nativnim stavu, Vv dostatecném mnozstvi a ptedevsim v cistoté.

Typy postupt metod extrakce NK:

1) Rozdilna rozpustnost biologickych makromolekul
2) Adsorpce na pevny podklad

3) Ultracentrifugace v gradientnim roztoku

Zdroj DNA:
o Geneticky materidl, ktery obsahuje BUNKY (vSeho druhu — napf. leukocyty, lymfocyty,

amniocyty, vlasové kotfinky, buniky z mozkomi$niho moku a z bukalni sliznice, krevni
skvrny, parafinové blocky, biopticky materidl, kultivované buiky, mikrobiologicky
a virologicky kultivovany a nekultivovany material, zuby, tkané fixované v lihu, kosterni

pozistatky) a také, kde je JADRO A MITOCHONDRIE.
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Princip izolace NK:

1)
2)

3)

4)

Shromazdit potfebny materidl — dezintegraci a homogenizaci bunék (tkan¢)

Rozruit bunééné stény/virové kapsidy pomoci enzymi (LYZOZYM, CELULAZA)
¢i detergenti (DODECYLSULFAT SODNY). Detergenty rozpousti cytoplazmatickou
membranu.

Odstranéni  kontaminanti  pomoci PROTEINAZY K, PROTEINAZY E
nebo SPECIFICKYCH NUKLEAZ (ty odstrafuji nezadouci typy NK - RN4zy, DNazy).
Pt. RNaza je termostabilni — odstrani nezddouci RNA pfi purifikaci DNA a naopak

Purifikace

podle rizné rozpustnosti

v' fenolova extrakce / fenol-chloroformova extrakce / izopropanolova precipitace
- pouziva se pfi izolaci velkého mnoZstvi NK, jejichz Cistota neni
vysoka
- fenol = organické rozpoustédlo, oddélujici proteiny od NK
- chloroform = denaturuje proteiny, rozpousti lipidy a odd¢luje faze
v dal$ich krocich

- izopropanol = vysrazi NK

——» Vodnd fize (roztok NK)

Mezifize (bilkoviny a jiné nefadouci pfimési)

Organicka faze (fenol/chloroform)

Obrazek & 2: Rozdéleni vodné a organické faze po centrifugaci vzorku s fenolem*’

v' adsorpce NK na silikatovy povrch

nejnovejsi technika
- zajistuje ziskani velmi Cisté DNA
- pfitomnost chaotropnich soli (napi.Nal) — pfipojeni (adsorpce)

molekul DNA na povrch silikatu (drobné sklenéné kulic¢ky ¢i jako

Y Vlastni zdroj
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fritovy filtr) — | iontova sila roztoku a DNA se opét uvolni —

nakonec precipitace DNA alkoholem

Izoluje se genomova DNA, totilni RNA (MRNA; nejcastéji) nebo plazmidova DNA

Z bakterii.
Izolace RNA
Od extrakce DNA se 1isi v nékolika bodech:

RNA je néchylnéjsi na degradaci plisobenim ribonukledz — pracovat sterilné
a pridavat inhibitory RNaz (pf. 0,1 % diethylpyrokarbonat).

pro naruSeni stén makromolekul se pouzivaji se guanidinové soli

fenol musi byt mirn¢ kyselejsi nez u DNA

selektivni srazeni pomoci LiCl

Izolace plazmidové DNA

plazmidy = slouzi jako vektory pro klonovani NK; jsou to malé dvoufetézcové kruznicové

molekuly

1)
2)
3)
4)

5)
6)

kultivuji se buriky Vv pfitomnosti antibiotika

pomoci lysozymu se odstrani bunécna sténa

piida se NaOH — denaturuje se bakterialni chromozom a ¢aste¢né i plazmid

pak se pfidd neutralizacni roztok, ktery obsahuje octan draselny — vysrdzi
se chromozomalni DNA s proteiny a denaturuje se plazmidova DNA

centrifugaci se odstrani bakterialni DNA

nakonec se purifikuje plazmidova DNA

V praxi se pro urc¢eni koncentrace DNA se vyuziva dvou metod:

spektrofotometrie (tj. ptimé spektrofotometrické stanoveni v UV svétle) — pouziva
se, pokud je koncentrace DNA dostatecna a vzorek neobsahuje vyznamné mnozstvi
necistot (bilkoviny, fenol atd.)
fluorimetrie - predpoklada se velmi nizka koncentrace DNA, vzorek obsahuje
vyznamné mnoZzstvi necistot

- pted méfenim se dava do roztoku ethidiumbromid (EtBr)
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Cviceni:

1) Co patri mezi zdroj DNA, spravnou odpovéd’ zakrouzkuj:

biopticky material H2SO4 zuby krev voda

kosterni pozustatky plast nehet ponozka mobil

2) Dopln popis k obrazku:

7

3) Prirad k sobé spravné dvouce:

CHLOROFORM organické rozpoustédlo, oddélujici proteiny od NK
IZOPROPANOL malé dvoutetézcové kruznicové molekuly
FENOL denaturuje proteiny, rozpousti lipidy a odd¢luje faze

v dal$ich krocich

PLAZMIDY vysrazi NK

4) Oznac spravné tvrzeni:

(O Pomoci enzymi lysozymu a celulazy se daji rozrusit bunééné stény a virové kapsidy.
(O Dodecylsulfat lithny slouzi k odstranéni kontaminanta.

(O Detergenty rozpousti cytoplazmatickou membranu.

Shrnuti:

Izolace NK je ziskani DNA (RNA) z daného vzorku za pouziti kombinace chemického
a fyzikalniho pfistupu. Cilem je ziskat NK v nativhim stavu, v dostateném mnoZstvi
a predevSim v Cistoté. Principem je homogenizace bunék a vyuziti enzymi lysozymu,
celulazy, detergentu dodecylsulfatu sodného, proteinazy Ki E, nukleaz. Izoluje
se genomova DNA, totalni nebo plazmidova DNA.

Pro vice informaci nebo zajem lze pouzit odbornou literaturu:
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KOCAREK, Eduard. Molekuldrni biologie v medicine, 2007, S

MARDA, Jan. Metody molekularni biologie, 2005;

ROSYPAL, Stanislav. Uvod do molekuldrni biologie: Dil ¢tvrty. Rostlinné viry,
priony, molekularni evoluce, vznik Zivota, zdkladni metody molekuldtni biologie,

genové inzenyrstvi, genova terapie, 2002.

Seznam zkratek

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EtBr — ethidiumbromid

MRNA — medidtorova ribonukleova kyselina
NK — nukleové kyselina

RNA — ribonukleova kyselina

UV zéafeni — ultrafialové zafeni

Otdzky pro zapamatovani:

1. Co miize byt zdrojem DNA?

2. Jakymi enzymy se rozrusi bunécna stena?
3. Jaky enzym pouzijeme k odstranéni DNA, abychom ziskali ¢istou RNA?
4

Jaké metody pouzijete k urceni koncentrace DNA?

2.2 Tematicky celek - Centrifugacni metody
Centrifugace = separac¢ni proces, rozdélujici ¢astice pomoci odstredivé sily.
V molekularni biologii slouzi k izolaci, purifikaci, charakterizaci biomolekul a bunéénych
struktur.
Sedimentacni koeficient (hodnota S) = veliina charakterizujici rychlost pohybu ¢astice

(pt. biomakromolekuly, bunééné organely a jejich struktury) pfi centrifugaci

Princip:
* pohyb castic v tekutém mediu pod vlivem odstfedivého pole, vznikajicim otacenim
rotoru centrifugy
* rychlost sedimentace zavisi na velikosti, tvaru a hustoté ¢astic, ale také na vlastnostech

prostiedi a podminkach centrifugace
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Malé ¢astice

(s malou hustotou)
Stredné velké ¢astice
(se stredni hustotou)
R Mo Velké castice

. . . (s velkou hustotou)
Pred centrifugaci Po centrifugaci

Centrifugacni pole

-
-~
.

Obrazek ¢&. 3: Centrifugacni zkumavky - eppendorfky™® Obrazek €. 4: Schéma pribéhu
diferenciélni centrifugace®
Cviceni:

1) Dopln chybéjici slova do véty:

Centrifugace slouzi v molekularni biologii k ...............
biomolekul a bunéénych struktur.
Centrifuga¢nim zkumavkam fikdme ......................... .

................................. veli¢ina charakterizujici rychlost pohybu ¢éstice pii centrifugaci.

Rychlost sedimentace zavisi na ............. e, s s ¢astic a také na vlastnostech
...................... @.evveiieninann........ CeNtrifugace.

Po centrifugace jsou velké ¢astice ............... a malé Castice najdeme ........................ .
Shrnuti:

Centrifugace je separacni proces, ktery rozdéluje Castice pomoci odstiedivé sily. Slouzi
kizolaci, purifikaci, charakterizaci biomolekul a bunéénych struktur. Hodnota S
je veli¢ina charakterizujici rychlost pohybu ¢astice pii centrifugaci. Rychlost sedimentace
zavisi na velikosti, tvaru a hustoté ¢astic, ale také na vlastnostech prostiedi a podminkach
centrifugace.
Pro vice informaci nebo zajem lze pouzit odbornou literaturu:

KOCAREK, Eduard. Molekuldrni biologie v mediciné, 2007, S

MARDA, Jan. Metody molekularni biologie, 2005;

ROSYPAL, Stanislav. Uvod do molekuldrni biologie: Dil ctvrty. Rostlinné viry,

priony, molekularni evoluce, vznik Zivota, zakladni metody molekulatni biologie,

* In: LAB MARK a. s. [online]. Praha 6, 2019 [cit. 2019-01-13]. Dostupné z: https://www.labmark.cz/protein-
lobind-tubes-0-5ml-pcr-clean

¥ CIBICEK, Norbert a Jan VACEK. Principy a vyuziti vybranych analytickych metod v laboratorni mediciné.
Olomouc: Univerzita Palackého v Olomouci, 2014. ISBN 9788024439518.
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genové inZenyrstvi, genovd terapie, 2002.
Otazky pro zapamatovani:
1. Definujte pojem centrifugace.
2. Na cem zavisi rychlost sedimentace?

3. Jak se jmenuje velicina charakterizujici rychlost pohybu castic?

2.3 Tematicky celek - Elektroforéza NK
Nejpouzivangjsi separacni technika pfi izolaci a analyze bilkovin.
Princip:
» pohyb nabitych molekul v elektrickém poli
* hlavni nositel naboje NK — negativné nabité fosfatové skupiny — proto se NK v elek.
poli pohybuji k opa¢né nabité elektrodé (anod¢)
* pohyblivost je urCena velikosti molekuly (molekuly DNA do velikosti cca 50 kbp,
plati u KONVENCNI GELOVE ELFY)
VéEtsi molekuly se pohybuji stejnou rychlosti, ale nerozdéli se, nebot’ uviznou v Sitovité
struktufe gelu. Pak v takovém to p¥ipadé se jedna o PULZNI GELOVOU ELFU.
Nosicem pro NK jsou gely, které se piipravuji s takovou koncentraci, aby bylo mozné
separovat rizné velikosti molekul.
Po skonceni elfy se zviditelni fragmenty v gelu pomoci ethidiumbromidu (= fluorescen¢ni

barvivo, které se vaze na DNA a v UV svétle jasné zaii).

Obrazek &. 5: Elektroforeticka technika®®

°\n: Molekuldrni biologie: VFU Brno, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie Ustav biologie a chorob volné

Zijicich zvirat [online]. Eva Bartova, 2011 [cit. 2019-01-13]. Dostupné Z:
https://cit.vfu.cz/opvk2011/?title=popis_metod-gelova_elektroforeza&lang=cz
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smés fragmentd ED
«~~ DNA riizné velikosti 8= =
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elektroforeticky gel

Obrazek ¢&. 6: Princip elektroforézy s velikostnim standardem®

Elektroforetické gely

jsou tvoteny z:
polyakrylamidu vytvaii sitovitou strukturu polymernich molekul s pory,
agarozy } jejichz velikost 1ze ovlivnit sloZenim O a koncentraci

polymeru

Podle polohy gelu v elektroforetické aparatufe rozdélujeme:
A. HORIZONTALNI GELOVA ELFA — gel je na vodorovné podloZce; u agarazové elfo
B. VERTIKALNI GELOVA ELFA — gel je mezi dvéma skly; u polyakrylamidovych

geld

Pokud mame neznamou velikost fragmentu DNA tak srovname jeho elektroforetickou
pohyblivost s elektroforetickou  pohyblivosti ~ fragmentt o  znamé  velikosti
tzv. HMOTNOSTNI STANDARD (HS).

Typy gelt:
» agar6zové gely (separace molekul NK o velikosti 100 — 50 000 bp)
* polyakrylamidové gely (o velikosti 10 — 1000 bp)
» gely pro sekvenovani
* nanaSeci pufry

+ elektroforetické pufry

Y In: Molekuldrni biologie: VFU Brno, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie Ustav biologie a chorob volné

Zijicich zvirat [online]. Eva Bartova, 2011 [cit. 2019-01-13]. Dostupné Z:
https://cit.vfu.cz/opvk2011/?title=popis_metod-gelova_elektroforeza&lang=cz
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Faktory ovliviiujici rychlost migrace:

* molekulova hmotnost DNA

« koncentrace gelu

+ konformace DNA

» aplikované napéti (| napéti = linearni migrace DNA)

* smér elek. pole

» zastoupeni bazi a teplota (plati v polyakrylamidovych gelech a na rychlosti GC
obsahu; standardné pfti pokojové teploté od 4 — 30 °C)

» pritomnost interkala¢nich barviv (interkalaci EtBr se prodluzuje délka molekul DNA)

* slozeni elektroforetickych pufrti (bez iontd je rychlost migrace velmi nizkd nebo
zadna)
Pfi ukonceni elfy je nutné identifikovat pozici separanich molekul. Fragmenty lze
zviditelnit bud’ pfimym barvenim, koncovym znacenim izotopu nebo hybridizaci

se znac¢enou sondou.

Obriazek & 7: Vysledek elfo pii odeditani - elektroforeogram?®

KAPILARNI ELFA
Separace ¢astic probihd v kapilare (délka az 1 m), kterd spojuje dvé néadobky
naplnéné zakladnim elektrolytem (vodivy roztok). V 1. nadobce je anoda a ve 2. nadobce

katoda. Do jednoho konce kapilary se aplikuje mens$i mnozstvi vzorku a poté aplikujeme

2 In: Technicka univerzita [online]. Liberec, 2018 [cit. 2019-01-13]. Dostupné Z:
https://nanoed.tul.cz/course/view.php?id=52
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stejnosmerny proud — castice o | molekulové hmotnosti se v elek. poli pohybuji k opa¢nému
polu rychleji nez castice s T molekulovou hmotnosti.

Na konci kapilary se nachazi detektor (= registruje prichod jednotlivych molekul
i zmény koncentrace; je spojen s pocitatem — vysledkem je graf: Sitka a vyska piku

vypovida o ucinnosti separace) — spektrofotometrické stanoveni.

Cviceni:

1) Dopli schéma kapildrni elfy podle vkladu:

"

N Q:
1

anoda zdroj vysokého napéti
katoda vystupni nadobka
detektor vstupni nadobka
vzorek zapisovac

separacni kapilara

2) Dopln kitzovku:

23



1. V ¢em se pohybuji nabité molekuly
2. Typ elektroforetického gelu
3. Nosi¢ pro NK
4. U které gelové elfy se rozdéluji molekuly do velikosti 50 kbp
5. S jakym standardem se porovnava neznama velikost DNA fragmentu
6. Typ elfy, kdy je gel mezi 2 skly
7. Vyuziti elfy
8. Vysledek elfy
9. Faktor ovliviiujici rychlost migrace (souvisi s gelem)
10. Typ gelové elfy
11. Jaky druh napéti ovlivituje rychlost migrace
12. Typ elektroforetického gelu
13. K jaké elektrod¢ se pohybuji NK v elektrickém poli
L | [
2 L]
3.
4. |
5. |
6. |
7.
s [ [ | |
9.
10.
w | | [
12.
13, ] ]

3) Nakreslete elektroforeogram,ve kterém vyznacte HS a vzorek neznamého fragmentu DNA:
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Shrnuti:

Elektroforéza je nejpouzivanéjsi separacni technikai. Principem je pohyb nabitych
molekul v elektrickém poli. NK se pohybuji k anodé. Nosi¢em jsou gely z polyakrylamidu
nebo agarozy. Dulezita je velikost molekuly. Pulzni gelova elfa je charakteristicka pro vEtsi
molekuly, pohybujici se stejnou rychlosti, uviznou v sitovité struktuie gelu. Podle polohy
gelu rozlisujeme horizontalni gelovou elfu a vertikalni gelovou elfu. Hmotnostni standard
(HS) o znamé velikosti slouzi k porovnavani neznamé velikosti fragmentu DNA.

Pro vice informaci nebo zajem lze pouzit odbornou literaturu:

KOCAREK, Eduard. Molekuldrni biologie v mediciné, 2007, S

MARDA, Jan. Metody molekularni biologie, 2005;

ROSYPAL, Stanislav. Uvod do molekuldrni biologie: Dil étvrty. Rostlinné viry,

priony, molekuldrni evoluce, vznik Zivota, zakladni metody molekulatni biologie,

genové inZenyrstvi, genovd terapie, 2002.

Seznam zkratek:

DNA — deoxyribonukleova kyselina

ELFO — elektroforéza

GC — guanin (pyrimidinova) /cytosin (purinova) baze

HS — hmotnostni standard

IgG — imunoglobulin G

kb — 1000 pb (velikost genu)

Mr — relativni molekulova hmotnost

MRNA — mediatorova ribonukleova kyselina

NK —nukleova kyselina

pb — jednotka paru baze

RNA — ribonukleova kyselina

SDS — dodecylsulfat sodny

SDS — PAGE — elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

UV zéfeni — ultrafialové zéieni

Omzkypm Z apamazovam .........................................................................................................
1. Vysvetli strucné princip elektroforézy nukleovych kyslin.
2. Vyjmenuj elektroforeticke gely.

3. Vyjmenuj alespon 5 faktori, které ovlivni rychlost migrace.
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4. Definuj hmotnosti standard.

5. Cim se identifikuji separacni molekuly?

2.4 Tematicky celek - Hybridizace

Hybridizace = wvytvafeni dvoufetézcovych molekul z jednofetézcovych DNA/RNA

za podminkou, Ze se jejich sekvence vyznaci iplnou nebo ¢astecnou komplementaritou bazi.

Denaturace = reverzibilni pochod oddéleni 2 fetézcu dvousroubovicové molekuly DNA
Lze ji navodit: vysokou teplotou (nad 90 °C), vysokym pH (pf. roztok NaOH)

a denaturacnimi ¢inidly (pf. formamid, mocovina)

Renaturace = vznik dvoufetézcovych struktur slouc¢enim jednoietézcovych polynukleotidl
(tzv. ANNEALING) za vhodnych podminek
Lze ji navodit: pomalym ochlazovanim (zahajeni na 65°C) a rychlym ochlazovanim
Vznikaji homoduplexy (= tplna komplementarita fetézce), ale i heteroduplexy
(= Castena komplementarita fetézce) a nesparované useky (tzv. MISMATCHES),
které snizuji stabilitu hybridu.
Ovliviiuje ji: teplota, koncentrace soli, mira komplementarity, délka fragmentd,
koncentrace sondy, komplexita sondy, nukleotidové sloZeni sondy, pfitomnost

denatura¢nich ¢inidel, viskozita roztoku a pH roztoku

Cviceni:

1) Rébus — dopln informace misto otazniku.

? ? RENATURACE

vznik dvoufetézcovych

molekul

1ze j1 navodit napft. teplotou

vznik homoduplex i
- nad 90 °C, NaOH,

. heteroduplexti
mocovinou
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Princip:
* denaturace a renaturace DNA, zavisejici na specifik parovani bazi mezi definovanou

DNA (tzv. sonda) a zkoumanym vzorkem

* lze i hybridizovat DNA sRNA za vzniku dvoufetézcové hybridni molekuly
DNA/RNA

» vznikaji rizné¢ stabilni hybridy

—R=

rychlé rychié pomale
ochlazeni ochlazenl ochlazeni

= YESME

optiokdl danzia [260 nm)

denaturovana renaturovana
DNA DNA

Obrazek &. 8: Princip hybridizace®
Hybridni molekuly = denaturované molekuly, ve kterych se spojily fetézce z DNA rtiznych

zdroji. Hybridizovat mtizou rtizné typy molekul napi. DNA/DNA hybridy, DNA/RNA
hybridy atd.

Postup:
Podle zptsobu:

A. V roztocich (sleduje se spektrofotometricky)

B. Na filtrech (jedna z NK se imobilizuje)
Nejjednodussi je teckovana hybridizace, kdy vzorek testované NK je nanesen
na membranu ve form¢& kapek. Southerniiv + northernitv + westernovy prenos je

mozny z gelu. Dale je ptenos pomoci bakteridlnich kolonoii, prenost otisku plaku

2 n: Casopis VESMIR: Renaturace a hybridizace DNA [online]. E. Pale¢ek, 1996 [cit. 2019-01-13]. Dostupné z:
https://vesmir.cz/cz/casopis/archiv-casopisu/1996/cislo-9/renaturace-hybridizace-dna.html
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C.
D.

<

YV V.V V V V V V

a zpetna hybridizace DNA (soubor nezna¢enych sond je imobilizovan na pevném
podkladu).
V elektronovém mikroskopu (pf. analyza malych molekul — plazmidy, virova DNA)

IN SITE (pfimo v cytologickych preparatech)

Testy komplementarity sekvenci

Testy genove exprese

Amplifikace nukleovych kyselin pomoci PCR

Vyhledavani klonti nesoucich rDNA

Testy paternity

Identifikace osob

Cipové technologie

Prenatélni diagnostika genetickych chorob

Z praxe: Pokud chceme najit konkrétni sekvenci pomoci hybridizace, musime obstarat
NK (komplementarni k hledané sekvenci) tzv. DNA sondu (= kratka jednofetézcova
DNA - oligonukleotid o délce 10 — 1000 nukleotidd). ALE diky pokroku v chemii
nukleotidd mizou byt DNA sondy syntetizovany v laboratofi bez pouziti enzymt.
Pomoci pfistroje velikosti mikrovinné trouby se da vSe naprogramovat tak,
aby se spojily nukleotidy v ur¢itém pofadi. Tato chemicka syntéza vytvaii
jednofetézcové molekuly DNA libovolné sekvence do délky maximdlné 120

nukleotidu.

Cviceni:

2) Prirad k sobé sprdavné dvouice:

annealing uplnd komplementarita fetézce
mismatches Caste¢na komplementarita fetézce
homoduplexy nesparované useky

hybridni molekuly vznik dvoutetézcovych struktur slou¢enim

jednofetézcovych polynukleotidli

heteroduplexy denaturované molekuly, ve kterych se spojily

fetézce z DNA rtznych zdroji
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3) Dopln kiizovku

1. Nesparované tseky
2. Odborné ,.testy otcovstvi‘
3. Jaké hybridy vznikaji pii hybridizaci
4. Kde se izoluje jedna z NK (mnozné ¢islo)
5. Forma technologie vyuziti
6. Odd¢leni dvou fetézcii dvousroubovice DNA
7. Ovlivni denaturaci (slozenim, koncentraci, komplexitou, nukleotidovym slozenim)
1 I
2 [ [ | |
3. L[]
4. |
5.
6 Ll
A
Shrnuti:

Hybridizace je proces vytvareni dvoutetézcovych molekul z jednofetézcovych DNA/RNA
(aplna nebo Castecna komplementarita bazi). Denaturace je reverzibilni pochod, kdy dojde k
oddéleni 2 fetézct dvousroubovicové molekuly DNA. Pii renaturaci vznikaji dvoutetézcové
struktury slou¢enim jednofetézcovych polynukleotidi (tzv. ANNEALING).
Vznikaji homoduplexy i heteroduplexy a tzv MISMATCHES. Hybridizovat mizou rizné
typy molekul napi. DNA/DNA hybridy, DNA/RNA hybridy atd. Hybridizovat miizeme
Vv roztocich, na filtrech, v elektronovém mikroskopu a v posledni fad¢ in site.
Pro vice informaci nebo z4jem lze pouzit odbornou literaturu:

KOCAREK, Eduard. Molekuldrni biologie v mediciné, 2007, S

MARDA, Jan. Metody molekularni biologie, 2005;

ROSYPAL, Stanislav. Uvod do molekuldrni biologie: Dil ctvrty. Rostlinné viry,

priony, molekularni evoluce, vznik Zivota, zakladni metody molekulatni biologie,

genové inZenyrstvi, genova terapie, 2002.

Seznam zkratek:
DNA — deoxyribonukleova kyselina
NK —nukleova kyselina
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PCR — polymeréazova fetézova reakce

rDNA — rekombinantni deoxyribonukleova kyselina

RNA — ribonukleova kyselina

Y

...............................................................................................................................................

Otazky pro zapamatovani:

1.

Jaky je rozdil mezi denaturaci x hybridizaci x renaturaci?

. Kde vsude se muze provadet hybridizace?

2
3.
4

Nakresli hybridizacni krivku a popis ji.

Vyjmenuj alespon 5 prikladii vyuZiti v praxi.

2.5 Tematicky celek - Polymerazova ietézova reakce (PCR)

PCR = amplifikace (mnohonasobna replikace) relativné kratkych tseka specifické DNA

Zakladni nastroj molekuldrni biologie se vzrustajicim vyznamem i v dalSich oborech

(botanika, kriminalistika)

Primer = kratky specificky tusek DNA zarucujici specifitu amplifikace

Princip:

Reakéni podminky nejsou univerzalni a délka trvani zavisi na komplexnosti a délce

specifického templatu.

Prabeh reakce — teplotni cyklovani

1. vysoka teplota (95 °C) — denaturace fetézct templatové DNA
2. snizeni teploty (60 °C) — annealing primera

3. teplota 72 °C — elongace prostfednictvim termostabilni Taq polymerazy
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Obriazek ¢. 10: Princip PCR - Elongace®

(e) Vizualizace produktu

Produktecr /| = ;/
/ T
.

/

\

Velikost markerl Agarczovany cel

* BROWN, T. A. Klonovani genit a analyza DNA: uvod. 1. ¢eské vydani V Olomouci: Univerzita Palackého,

2007. 389 s. ISBN 978-80-244-1719-6.
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CyKilus se cca 40krat opakuje a mnozstvi amplifikované sekvence se exponencialné zvysuje.
DNA se vzdy zapisuje ve sméru od 5 'ku 3 konci.

PCR se provadi v termocyklerech.

Cviceni:

1) Oznac spravné tvrzeni:

PCR je:

(O amplifikace relativné dlouhych tsekt specifické DNA
(O templatova DNA

(O denaturace fetézct templatové DNA

(O amplifikace relativné kratkych tuseku specifické DNA

Kratky specificky usek DNA zarucujici specifitu amplifikace je:
(O termocykler

(O primer
(O elongace

DNA se vzdy zapisuje ve sméru:
(O od 1ku 4’konci
(O od 3’ku 5 konci
(O od 5’ku 3°konci

PCR se provadi v:
(O eppendorfkach
(O termocyklerech
(O kadinkach

® BROWN, T. A. Klonovéni genii a analyza DNA: tivod. 1. &eské vydani V Olomouci: Univerzita Palackého,
2007. 389 s. ISBN 978-80-244-1719-6.
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2) Dopln schéma:

Teplota [°C)

v

Pocet cykla

Reak¢éni smés obsahuje:
v templatova DNA (jeji kvalita ovlivni celkovy vysledek PCR)
v' 2 oligonukleotidové primery (ohrani¢uji amplifikovanou sekvenci)
v" termostabilni DNA polymeraza (Taq)
v" volné dNTPs (2’-deoxyribonukletid-5"-trifosfat)
v’ reakéni pufr s Mg?* (kofaktor)
v aditiva (pro snadny pribéh reakce)

Aplikace PCR a jeji vyuziti v praxi:

» izolace gent, sekvence DNA, mutageneze in vitro, pfiprava zna¢enych sond

» prenatalni diagnostika, detekce mutaci v genech, studium genovych polymorfizmi,
populacni genetika

» detekce patogennich mikroorganismt, identifikace onkogenl, nadorova typizace,
urceni pohlavi

» archeologie, soudnictvi, kriminalistika?®%’

* SMARDA, Jan. Metody molekuldrni biologie. Brno: Masarykova univerzita, 2005. ISBN 80-210-3841-1.
* KOCAREK, Eduard. Molekuldrni biologie v mediciné. Brno: Narodni centrum o3etiovatelstvi a nelékatskych
zdravotnickych obort v Brn¢, 2007. ISBN 978-80-7013-450-4.
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Vyhody PCR
= vysoka specifita a citlivost
= rychlost
= bezpecnost prace
= navaznost na ostatni vySetteni
= dobra rozliSovaci schopnost
= moznost automatizace
Nevyhody PCR
= délka amplifikovaného useku
* nutnost znat sekvence ohranicujici amplifikovany tsek
= nepresnost replikace (zdvojeni)
* moznost kontaminace cizorodou molekulou DNA

= obtiznost kvantitativniho stanoveni

Shrnuti:
Polymerazova retézova reakce (PCR) je amplifikace relativné kratkych useku specifické
DNA. Prubéh této reakce spociva v teplotnim cyklovani. Nejdiive dochazi k denaturaci
fetézcd templatové DNA pii 95 °C. Nasleduje annealing primert a v posledni fazi dojde k
elongaci prostiednictvim termostabilni Taq polymerazy. DNA se zapisuje ve sméru od 5'ku
3’konci. Cyklus se cca 40krat opakuje a provadi se v termocyklerech.
Pro vice informaci nebo zajem lze pouzit odbornou literaturu:

KOCAREK, Eduard. Molekuldrni biologie v mediciné, 2007, S

MARDA, Jan. Metody molekularni biologie, 2005;

ROSYPAL, Stanislav. Uvod do molekuldrni biologie: Dil ¢tvrty. Rostlinné viry,

priony, molekularni evoluce, vznik Zivota, zakladni metody molekulatni biologie,

genove inzenyrstvi, genovd terapie, 2002.

Seznam zkratek:

DNA — deoxyribonukleova kyselina
NK — nukleova kyselina

PCR — polymerazova fetézova reakce

Tag polymeraza - termostabilni enzym pochazejici z bakterie Thermus aquaticus

..................................................................................................................................................



Otazky pro zapamatovani:

1.

Definuj polymerazovou retézovou reakci.

Co je to primer?

2
3. Vjaké zarizeni se PCR provadi a kolikrat?
4,
5

Napis obsah reakcni smés.

Uved’ alespon 4 priklady vyuziti v praxi.
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3 DIDAKTICKY ROZBOR

Na VOSZ A SZS v Hradci Kralové zatim neni samostatny predmét Metody molekularni
biologie, pouze je par metod okrajové zmin€no v jinych odbornych pfedmétech. Podle mé je
to Skoda, protoze pokud by chtél student po vystudovani Laboratorniho asistenta pracovat
napf. ve vyzkumu, na genetice apod. tak by nem¢l dostate¢né znalosti a musel by se nechat
proskolit na pfislusném pracovisti v fadu nékolika mésicti a mozna let. Do budoucna bych
navrhla alesponl 1 vyu¢ovaci hodinu tydn¢ tohoto pfedmétu. Pokud by $kola neméla vhodného
kandidata na vyuku tohoto pfedmétu, navrhovala bych proSkoleni uciteli biologie nebo
zajistila externistu pro kvalitni vyuku.

Jelikoz nejsem pedagog, nemam bohuzel zadné zkuSenosti s vyukou. Proto jsem se snazila
v didaktické ¢asti dodrZet vyukové cile — afektivni, psychomotorické a kognitivni. Usilovala
jsem o to, aby vyukovy text byl chronologicky uspotadany, drzel se hlavni myslenky. Mnohé
vyzkumy poukazuji na fakt, ze informace do naSeho mozku vstupuji z 87 % oc¢ima, 9 % usima
a 4 % jinymi smysly. Proto je dulezité prezentovat informace vice vizualné nez verbalné a tim
upoutat pozornost studentli v dne$nim digitalnim svéte.

Do vykladu bych zakomponovala animace, obrazky atd. pro lepsi pochopeni dané latky
a také pro pestrost vyucovaci hodiny. Zaroven bych tim chtéla aktivizovat studenty a podnitit
je v dalsim zajmu o tento pfedmét. Pokusila bych se zajistit i realisticka videa a pomticky
Zbézné praxe pro lep$i nazornost. Nebo bych zvolila vyucovaci metodu tipu exkurze
do pfislusného pracovisté, protoZe tim si Zaci nejvice zapamatuji a motivuji se. Tieba by
to nckteré studenty zaujalo natolik, Ze by si zvolili praxi pfimo v laboratofi, kde se tyto
metody pouzivaji béZzné a mohli by své zazitky a zkusenosti sdélit svym spoluzakim.

V porovnani s ucebnicemi, jsem vybrala podle mé jen ty nejdileZitéjsi informace vhodné
k odbornému zaméteni a véku studentl 4. ro¢niku tohoto oboru. Kdyby néekteti studenti jevili
zajem o vice informaci k vykladovému textu, odkazala bych je na odbornou literaturu (viz
kniha Metody molekularni biologie a bioinformatiky, Zvarova, 2012 nebo kniha Specialni

metody molekularni biologie, Mazura, 2001), kde by své znalosti mohli vice prohloubit.

V tivodu jsem metodu izolaci nukleovych kyselin struéné definovala a urcila jaky je jeji
cil. Dale jsem kratce vyjmenovala typy postupli a jiz je dal nerozebirala. Jinak je tomu
Vv jinych ucebnicich, kde jsou nadbytecné podrobné poznamky, vhodné pii studiu na vysoké

Skole. Nejpodstatnéjsi je, aby studenti znali princip izolace NK. Kroky této metody jsem

ocislovala a dilezité pojmy k zapamatovani odlisila v textu.
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Pro fenol-chloroformovou extrakci jsem vytvofila nazorny barevny obrazek s popisem.
Na konci této kapitoly jsem se zminila, co vSe se dé izolovat.

Kdybych tuto metodu méla vykladat studentim 4. ro¢niku, na zac¢atku vyucovaci hodiny
si studenti do svych seSiti zapsali piesné spravné nazvy misto ,,zkomolenin“. K mé
interpretaci bych vyuzila kombinaci videa a mluveného vykladu. Den pfedem bych
si na internetovém serveru nasla video s principem izolace nukleovych kyselin,
aby se studentiim Iépe osvojil vyklad. A pii vykladu bych jim zdtraznila, ktery pojmy si maji
zapamatovat k pissmnému nebo ustnimu zkouseni. Ke konci vyuky bych studentim polozila
Ctyti kontrolni otazky, zda pochopili danou latku a tim se ujistila v sebehodnoceni. Ptipadné

bych se zamyslela nad tim, co bych pfi dalsi vykladu zménila.

Velice kratce jsem se zminila o centrifugacnich metodach, kde jsem uvedla definici
metody a jeji princip véetné obrazku schéma pribéhu. Pro vyuku téchto metod bych
studentim pfinesla ukazat eppendorfky, aby si je mohly ,,0sahat“ a méli predstavu o jeji
realné velikosti. A po vykladu, by si studenti pickreslili do svych sesitd schéma pribéhu
diferencialni centrifugace. Na konci hodiny bychom si spolecné zopakovali, co si z této

hodiny odnesly za cenné informace vV podob¢ tiech kontrolnich otazek.

Tteti nejpouzivanéjsi zminénou metodou je elektroforéza NK. Tuto obsahlou kapitolu bych
rozdélila do dvou vyucovacich hodin. Prvni hodina by zahrnovala teoreticky vyklad, kde bych
opét zdaraznila dulezité pojmy, postupy, princip, elektroforetické gely, typy
elektroforetickych aparatur a na zavér faktory ovliviwgjici rychlost migrace. Pomoci
interaktivni tabule bych jim ukazala, jak budou na konci druhé vyucovaci hodiny
vyhodnocovat elektroforeogram, ktery jim vznikne pfi laboratornim cviceni.

A ve druhé vyucovaci hodiné by si studenti vyzkouseli ve skupinkach sami elektroforézu
V polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE). V tvodu bych seznamila studenty s pravidly
bezpecnosti a ti co by se chtéli zucastnit pokusu, tak by si pfinesli laboratorni plast. Dale
bych rozdé€lila studenty do skupin (napf. pfi poctu 20 studentd na 1 tfidu, se vytvori
4 skupinky po 5 studentech) a rozdala bych jim zadani laboratorniho cviéeni (viz Ptiloha ¢. 1).
Poté bych sezndmila studenty s laboratornim cvicenim, vysvétlila bych jim kratce princip
a postup této elektroforézy a rozdala do jednotlivych skupin vybaveni na dany pokus.
Po provedeni pokusu, by kazda skupinka vyhodnotila celou jejich laboratorni praci s vysledky

a shrnula to do zavéru a protokol mi odevzdala ke kontrole.
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Ctvrtou metodou je hybridizace, ktera je v uéebnicich a odbornych knihach psané slozitd
a velmi odborné, tak jsem se ji snazila heslovité a pomoci obrazku zjednodusit. Obsahuje opét
definice pojmu, princip, postup a vyuziti. Na konci kapitoly se opét nachéazeji 4 kontrolni
otazky, zda studenti vykladu porozum¢li a zda se v u¢ebnim textu umi lehce orientovat.

Pti vykladu této latky, bych kazdému studentovi na zacatku hodiny rozdala natiStény
obrazek a text netiplného vykladu (pracovni list). Poté bych na tabuli napsala cizi odborné
by muj vyklad m¢li bedlivé poslouchat a dopliiovat slova do prazdnych mezer v textu (viz
Ptiloha ¢. 2). Pro zvySeni pozornosti mého odborného vykladu, bych hromadné studenty

behem vyuky vyvolavala a zkontrolovala, zda maji spravné doplnéné pracovni listy.

U posledni paté molekularné biologické metody, polymerazové retézové reakce jsem opét
kladla duraz na definici metody, princip, obsah reakéni smési a vyuziti v praxi. Tato kapitola
je hodné podrobné popsana v odbornych publikacich, proto jsem usilovala o zakladnim
prehledu s nejdulezitéj§imi informacemi. V pedagogické praxi bych k vykladu principu
pouzila opét ndzorné video z internetového serveru, které bych si den piedem zkontrolovala.
Také bych rozdala kazdému studentovi natistény obrazek s pribéhem polymerazové fetézové
reakce. Zbytek vykladu by byl ustni a studenti by si délali poznamky do svych seSiti. Opét
bych si ovétila pomoci interaktivni tabule jejich znalosti z probihajici hodiny. Znovu jako

u predeslych molekuldrnich metod by ke konci vyuky museli studenti odpovédét

wevr

3.1 Informace o Skole

Vytvofeny ucebni text jsem zvolila pro Vyssi odbornou skolu zdravotnickou a Stfedni
zdravotnickou $kolu v Hradci Kralové. Tuto Skolu jsem si zvolila, protoZe jsem tady sama
studovala, ale bohuzel jiny obor.

Podle internetového zdroje Skoly pocatek této Skoly byl 1. zati 1949, kdy se sloucila
$kola pro Zenska povolani s osetfovatelskou $kolou Fadu Sedych sester. Tim vznikla vyssi
socialné-zdravotni Skola se dvéma Ctyfletymi obory v centru Hradci Kralové. V roce 2004
byla ke Skole ptipojena jako odloucené pracovisté Stfedni zdravotnickd Skola Novy Bydzov

a letos skola oslavi 70. vyroci své existence.
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Tato Skola nabizi budoucim studenttim studijni obor Laboratorni asistent. P0 UspéSném
slozeni maturitni zkousky je absolvent oboru piipraven k vykonu prace jako zdravotnicky
pracovnik s odbornou zpusobilosti, ale pod odbornym dohledem. Coz znamena, Ze Vv praxi
identifikuje vzorky biologického materidlu, hodnoti jejich kvalitu pro dand laboratorni
vysSetieni. Pracuje s laboratornimi chemikaliemi a sety a kontroluje jejich expiraci. Zdravotni
laborant pouziva ke své praci laboratorni analyzatory, laboratorni techniku a umi ji jak
zabezpecCit, tak 1 zajistit jeji béznou udrzbu. Také provadi na zakladé indikace doktora
neinvazivni odbéry biologického materidlu a odbéry zilni a kapilarni krve (napf.
V biochemické laboratofi provadi kapildrni odbér z prstu u novorozenych déti nebo kapilarni
odbér z prstu u diabetickych pacientd pii diabetické prohlidce). Dale poskytuje laboratorni
méfeni a vySetieni.

Nebo muze student pokra¢ovat ptimo zde na Skole na Diplomovaného laboratorniho
asistenta, kdy dosahne titulu Dis. za jménem. Pokud si student nezvoli Vyss§i odbornou skolu,
tak by mohl studovat vysokou s$kolu napt. Univerzitu Pardubice, Fakultu Chemicko-
technologickou a zde studovat bakalafsky studijni program Zdravotni laborant, kde dosahne
titulu Be. pfed jménem. Tito absolventi pracuji bez odborného dohledu a dosdhnou uplatnéni
zejména v laboratofich klinické biochemie, hematologie a krevni transfuze, mikrobiologie,
imunologie, patologie, histologie, genetiky a genetické cytologie, toxikologie a v dnesni dobé
nejvice nejzadangjsi reprodukeéni mediciny. Ale také najdou uplatnéni i v jinych laboratornich
zatizenich jako jsou napf. laboratofe hygienickych stanic, potravinaiské stanice,
vodohospodaiské stanice, anebo ve vyzkumu.

Studium na Stfedni zdravotnické Skole je Ctyfleté, kdy v prvnim a ve druhém ro¢niku
prevladaji jazykové, spoleCenskovédni a prirodovédné predméty. S odbornymi piedméty
se studenti setkavaji az ve tretim a ¢tvrtém roc¢niku bud’ formou praktické vyuky v odbornych
ucebnach, anebo navstévuji odbornd pracovisté, se kterymi ma Skola smlouvu. Mnou
vytvofeny ucebni text bych doporucila pravé studentim tietiho roéniku, ktefi maji v sylabu
predméti Cviceni z mikrobiologie, Imunologie a epidemiologie zahrnuté krom¢ zpracovani
biologického materialu, laboratorni diagnostické postupy atd. i molekularné biologické
metody. V téchto cvicenich by si studenti mohli prakticky vyzkouset zakladni molekularni
metody, které jim popisuji i s obrazky pro snazsi pochopeni. I kdyz vhodné&jsi by bylo vyuziti
téchto cviceni az ve Ctvrtém ro¢niku, kdy budouci ,,maturanti maji v sylabech piredméta
Biochemie, Vybrané laboratorni metody, Cviceni z histologie a histologické techniky osnovy
navazujici na Molekularni biologické metody. Tim by se jim informace z jednotlivych

predméth propojily a studenti by mezitim vid¢li souvislosti a 1épe by se jim ucivo pamatovalo.
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Zavérem o Skole lze fici, ze podle jejich informacnich zdroju spolupracuje s mnoha
partnery, jako jsou napi. Fakultni nemocnice v Hradci Krélové, Oblastni nemocnice
V Nachod¢ a dal§imi statnimi ¢i soukromymi zdravotnickymi zatizenimi v Kralovéhradeckém

kraji.

3.2 Komentar vlastniho uc¢ebniho textu

Vlastni ucebni text Metody molekularni biologie jsem se snazila zjednodusit oproti
biologie i z fyziky. Je ur¢en studentiim 4. ro¢nikd oboru Laboratorni asistent. Mym cilem bylo
vytvofit zjednoduSené postupy, principy, praktické vyuziti atd. jednotlivych metod,
aby se studenti 1épe orientovali v textu a zapamatovali si jen to podstatné k dané kapitole.
K tomu jsem vyuzila moznosti Microsoft Word, kdy jsem nejcastéji pouzivala k oznaceni
diilezitého pojmu kurzivu, tuény text, podtrZeni, velikost pisma aj. Snazila jsem se pro lepsi

zapamatovani ¢islovat i postupy.

Pro Uplnost je uveden na zacatku ucebniho textu seznam zkratek odbornych vyrazi.
Soucasti predkladaného textu jsou obrazky, které maji studentim usnadnit predstavu
o fungovani jednotlivych metod.

Zékladni myslenkou bylo zdiraznit kapitolu Metody molekularni biologie (izolace NK,
centrifugani metody, hybridizace, PCR) a nové¢ ji zafadit do kurikula stfedoSkolského
systému, proto jsem si toto téma vybrala. Podle mé tyto metody patii k nejzakladnéjSim
kameniim molekularni biologie a je dobré se s nimi sezndmit uZ na stfednich odbornych
Skolach. V dnes$ni dob& maji Siroké vyuziti nejen v aplikovaném genetickém vyzkumu, kdy
se uz umi detekovat mutace v genech nebo se pfipravit geneticky modifikovany organismus,
ale také uplatnéni najdeme VvV genovém inzenyrstvi. V archeologii umozni poznat evolucni
historii a zkonstruovat fylogenetick¢é mapy. V oboru zoologie dochéazi k testovani identity
jedincti vzacnych zvifat, rodokmenid zvirat. Klinickd medicinska diagnostika detekuje
patogenni mikroorganismy, identifikuje onkogeny, ur¢i pohlavi a predev§im diagnostikuje
dédi¢né choroby. A také v botanice, kriminalistice, v soudnim 1ékafstvi. V dnesni moderni
dobé¢, jde véda neustale dopiedu a pravé tyto metody se optimalizuji a to pro nds znamena,
ze je umoznéna vCasna a predevSim presna diagnostika a sta¢i k tomu pouze minimalni

mnozstvi biologického materiélu.
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4 ZAVER

Komenského piislovi ,,Skola bez kazn¢ — mlyn bez vody* plati i v dnesni moderni dobé
pti aplikaci modernich pfistupti. Jakozto mozna budouci pedagog mam asi naivni predstavy
o kazni studentl pii vyuCovani, o vztahu mezi ucitelem a studentem nebo o zajmu o predmét
Molekularni biologie. V této zavérecné praci bych chtéla ukazat studentim, jak Ize ,,osvézit*
novymi piistupy vyuku a piedat jim zkuSenosti z vlastni odborné praxe.

Navrhovany uéebni text je vytvofeny pro studenty 4. ro¢niki na VOSZ A SZS v Hradci
Kralové, pro budouci predmét Molekularni biologie. Hlavni motivaci bylo seznamit studenty
se specifickymi metodami molekularni biologie jiz na stfednich Skolach, aby v navazujicim
studium bud’ na Vys8i odborné zdravotnické Skole pftip. bakalarském programu na tyto
povolani. Molekularni biologie je bouflive se rozvijejici se obor, proto je povinnosti pedagoga
neustale dopliiovat nové poznatky, sledovat novinky a sebevzdélavat se, coz zabere mnoho
energie a volného casu. Z tohoto divodu jsem se pokusila didakticky transformovat, tzn.
prevést odborny vyklad do zjednoduSené a srozumitelné formy.

Dnes pedagogové vyuzivaji ve svych vyukach hodné prezentace v Power Pointu
a nekteré studenty to uz nudi. Také to mize ovlivnit i nechut koupit si ucebnici, protoze
informace se daji stahnout kdekoli na internetu a neni to tolik finanéné naro¢né. V jednom
pro mé zajimavém ¢lanku jsem se docetla poutavou radu, kterou bych jednou rada vyuzila
1 ve své pedagogické praxi. A to, Ze didaktické moznosti se daji najit 1 na Facebooku. Staci
jen zalozit skupinu studenttl, jednoho praktika krouzku a pak napft. vyhlésit soutéz za nejlepsi
snimek elektroforeogramu pomoci mobilu ¢i tabletu. V on-line svété se daji hrat i orientované
vyukové hry zaméfené na biologii. Takovou dobie hodnocenou hrou je Foldit nebo jesté
nedokoncena hra Cellvival, kdy jeji hra¢ mtize ziskat 1 spoluautorstvi v Casopise Nature.

Dalsi tip piinosu bych vidéla v exkurzich na jednotliva specificka pracovisté nebo
moznost vyzkouSet si molekularni biologicka praktickd cvi¢eni na Univerzit¢ Karlové
na Piirodovédecké fakulté v Praze. Tyto cviceni obvykle vede kvalifikovany odbornik a ucitel
by se tak mohl zaclenit mezi studenty a vyzkousSet si praci na specialnich analyzatorech. Nebo
Ize si i lektora s odbornym programem objednat na §kolu. Usp&ni studenti by se mohli kromé
zdjmovych krouzkd zucastnit i olympiad z molekularni biologie, coZ ma pozitivni dopad

na Skolu.
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Priloha ¢. 1 Laboratorni cviceni

Laboratorni cviéeni z Metod molekularni biologie

Jméno:
Datum:

Skupina:

Ukol: Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) - separace bilkovin
Analyza frakci Imunoglobulinu G (IgG) ziskanych izolaci ze séra riznymi

technikami

Princip metody:

Sirokého uplatnéni se SDS-PAGE dockala v kombinaci s uzitim aniontového detergentu
dodecylsulfatu sodného (SDS). SDS se vaze pevné k proteintim, méni jejich tvar do valcovité
podoby a denaturuje je, aby ziskaly podobny tvar a hustotu naboje. SDS-PAGE je rychla,
jednoducha, reprodukovatelna metoda pro kvalifikovanou charakterizaci a srovnani bilkovin.
SDS se véaze na bilkovinny fetézec v poméru 1,4 g SDS na 1g bilkoviny, kde délka komplexu
SDS-bilkovina je imérna jeho Mr. Urceni relativni molekulové hmotnosti (Mr) je pak mozné
na zékladé srovnani relativnich mobilit neznamé bilkoviny a standardi. Detekce

separovanych latek je pak pomoci barveni Coamassie brillant blue.

Potieby:

- aparatura pro diskontinualni elektroforézu Mini Protean Tetra Cell (Bio-Rad)

- mikropipety, mikrozkumavky, Hamiltonova stfikacka

- roztok A: 30% smés akrylamidu a bisakrylamidu

- roztok B: 1,5M Tris-HCI pufr pH 8,8

- roztok C: 1,0M Tris-Hcl pufr pH 6,8

- roztok D: 10% roztok SDS

- roztok E: 10% roztok persiranu amonného

-  TEMED (N,N,N,N-tetramethylenethylendiamin)

- roztok F: 100mM Tris-HCI pufr pH 6,8 s 4% SDS, 200mM merkaptoethanolem, 20%
glycerolem a 0,2% bromfenolovou modfi

- roztok G: 100mM Tris-HCI pufr pH 6,8 s 4% SDS, 20% glycerolem a 0,2%
bromfenolovou modii

- elektrodovy pufr: 0,025M Tris, 0,192M glycin s 0,1% SDS pH 8,3 — 8,6
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Postup:

1) Pied vlastni praci vylestéte skla etanolem. Do stojanku umisténé¢ho na rovné plose
umistéte skla tak, aby krat§i sklo bylo smérem dopfedu a svorky ramecku mifily
do stran.

2) Piipravte 10% déliciho gelu: Podle tabulky napipetujte do zkumavky destilovanou
vodu, roztok A, B a D. Po odvzdusnéni membranovou vyvévou pridejte roztok E
a TEMED. Roztok promichejte a ihned napipetujte mezi skla, az roztok dosahne
horniho okraje svorek ramecku. To celé prevrste destilovanou vodou. Béhem 20-30
minut “dé€lici gel” polymeruje a vytvofi se ostré rozhrani mezi gelem a vrstvou vody.
Po zpolymerovani gelu destilovanou vodou opatrné vodu odsajte filtraénim papirem.

3) Pripravte 5% zaostfovaciho gelu: Podle tabulky napipetujte destilovanou vodu,
roztok A, C a D a po odvzdu$snéni membranovou vyvévou prtidejte roztok E
a TEMED. Smés promichejte a napipetujte na zpolymerovany délici gel az k okraji
skel. Mezi skla vlozte sablonu s 10 jamkami. Béhem 15 minut smés polymeruje. Skla
vyjméte ze stojanku, otevite svorky a skla pfemistéte do specialniho drzaku tak, ze
krat§i skla mifila dovnitf aparatury proti sob€. Opatrné upevnéte zarazky a celé
to umistéte do elektroforetické vany. Z geli odstraite Sablonu a vytvofené jamky
pro vzorek proplachnéte elektrodovym pufrem a do elektroforetické vany nalijte

elektrodovy pufr po vyznacené rysky.

Schéma pripravy polyakrylamidového gelu pro SDS-PAGE:

5% zaostiovaci gel | 10% délici gel (ml)
(ml)

Destilovana voda 14 2,0

Roztok A (odvzd. v ultrazvuku) 0,33 1,65

Roztok B - 1,25

Roztok C 0,25 -

Roztok D 0,02 0,05

Roztok E 0,02 0,05

TEMED 0,002 0,002

4) Priprava vzorka pro elektroforetickou separaci: (pro pfipravu pouzijte

mikrozkumavky)

45



- vzdy ptiprava 10ul ur¢itého vzorku (popiipadé navic i fedéni) + 10 ul roztoku G nebo F

jamka |vzorek/roztok
molekulovy marker 10-250 kDa

odsolené sérum ziedéné fosfat. pufrem 1:10/G

lg G z kolony/G

zbytkové¢ bilkoviny z vazebné frakce z kolony fed. 1:4/G

IgG z magnetu/G

zbytkové bilkoviny z vazebné frakce z magnetu fed. 1:1/G

O©| O O K~ W N =

rozvolnéné IgG/F

10 ptuvodni vzorek I1gG/G

Smési promichejte a 3 minuty je povaite v blokovém termostatu.
5) Piipravené jamky vyplachnéte 3x elektrodovym pufrem. Do kazdé jamky napipetujte
15ul ptipravenych vzorki a 8 ul molekulového markeru pomoci Hamiltonovy pipety.
6) Poté probehlo elektroforetické déleni pii napéti 180 V a proudu 120 mA. Pro barveni

gelu pouzijte techniku barveni pomoci Coomassie Brilliant Blue.

Zavér:
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Priloha ¢. 2 HYBRIDIZACE

Hybridizace = vytvareni ...........ccooveiiiiiiii e DNA/RNA

za podminkou, Ze se jejich sekvence vyznadi ......... nebo ............. komplementaritou bazi.

................. = reverzibilni pochod oddé€leni 2 retézcu dvousroubovicové molekuly DNA
Lze ji navodit: vysokou teplotou (nad ..... °C), ................ (pt. roztok NaOH)

R ¢inidly (pf. formamid, mocovina)

Renaturace = vznik dvoufetézcovych struktur slou¢enim
............................................. (tZV...cecteereeniinreannsansnnses.) za Vhodnych podminek
Lze ji navodit: pomalym ..................... (zahajeni na 65°C) a rychlym ochlazovanim
A%74111 <. 11 SRR (= uplna komplementarita fetézce), ale i heteroduplexy
(Z ) a nesparované useky (tzv. MISMATCHES), které
..................... stabilitu hybridu.
Ovliviiuje ji:

Ize i hybridizovat DNA s RNA za vzniku dvoufetézcové hybridni molekuly DNA/RNA

vznikaji riizné stabilni hybridy

nanmlDNA §
A 2 denaturace o
: : asepaaee :
. 5 denamxaee
= rychlé lyehle pomale
£ D ochlazeni hiaz: hiazeni
2 |
N
B
N
= Tm 5
2| a vy : Q‘ :
e | A F
denaturovans renaturovana
DNA DNA
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.......................... = denaturované molekuly, ve kterych se spojily fetézce z DNA rtznych
zdroji. Hybridizovat mtzou rtizné typy molekul napt. DNA/DNA hybridy, DNA/RNA
hybridy atd.

Postup:

Podle zptisobu:

............................ (sleduje se spektrofotometricky)
............................ (jedna z NK se imobilizuje)

Nejjednodussi je teckovand hybridizace, kdy vzorek testované NK je nanesen na membranu
ve formé kapek. Southernitv + northernitv + westernovy prenos je mozny z gelu. Dale je
pienos pomoci bakteridlnich kolonoii, prenost otisku plaku a zpétna hybridizace DNA (soubor
neznacenych sond je imobilizovan na pevném podkladu).
.............................................. (pt. analyza malych molekul — plazmidy, virovd DNA)
IN SITE (ptimo v cytologickych preparatech)

Vyuziti:
Testy komplementarity sekvenci

Vyhledavani klonii nesoucich rDNA
Testy paternity
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Priloha ¢. 3 Schéma pribéhu diferencidlni centrifugace

¢ni pole

C

Pred centrifugaci

Malé ¢astice
(s malou hustotou)
Stredné velké ¢astice
(se stfedni hustotou)
Mo Velké castice

~ (s velkou hustotou)

Po centrifugaci
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Piiloha ¢. 4  Princip PCR — denaturace, p¥ipojeni primerit a elongace

3 5
NN NRN NN RN RSN
5 a3
Danaturace
3 &
Al i AAA A LALLIALL A LA A AL F— '
5 3

Phidat oligonukieotidové primery

o
w

Le——— ——
Oblast, kterd ma byt amplifikovana

3 H
= ;
§ 3
¥ s
OPPPOTOTIIPOR. . . « (W
5 5

(a) Pfidat Tag polymeraau + dNTPs

e /
sasasasIREsaRIRET @ Dlticyy |
Syniéza nového vidkna /
penssnasunsnnnsres /
/
/ (b) Denaturace /
/
EXPONENCIALN! AKUMULACE y
M e b AMPUFIKOVANYCH FRAGMENTU Vebkiont rrackend Aga o

PO 30 CYKLECH

2% = 268 435 458 FRAGMENTY

T ey v e -

t(c) Druhy cyklus syntézy
ji e eusananznanns: u\\

Procukty = Plvodni templaty
pevnito cykit ~ T R TTITT iy /

huuunsuaniesnnsves PG
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Piiloha ¢. 5 Spravné odpovédi
1. lzolace NK

Cviceni:

1) Co patri mezi zdroj DNA, spravnou odpovéd’ zakrouzkuj:

biopticky material H,SO, voda
plast ponozka mobil

2) Dopln popis k obrdzku:

—1 " vodna faze (roztok NK)
@' mezifaze (bilkoviny a jiné piimési)
organicka faze (fenol/chloroform)

3) Prirad k sobé sprdavné dvouce:

CHLOROFORM organické rozpoustédlo, oddélujici proteiny od NK

IZOPROPANOL malé dvoufetézcové kruznicové molekuly

FENOL denaturuje proteiny, rozpousti lipidy a odd€luje faze
v dal$ich krocich

PLAZMIDY vysrazi NK

4) Oznac spravné tvrzeni:
(O Pomoci enzymt lysozymu a celulazy se daji rozrusit bunééné stény a virové kapsidy.
(O Dodecylsulfat lithny slouzi k odstranéni kontaminanta.

(O Detergenty rozpousti cytoplazmatickou membranu.

2. Centrifugacni metody
Cviceni:

1) Dopli chybéjici slova do vety:

Centrifugace slouzi v molekularni biologii k izolaci, purifikaci a charakterizaci biomolekul a
bunéénych struktur.

Centrifuga¢nim zkumavkam fikame eppendorfky .
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Hodnota S veli¢ina charakterizujici rychlost pohybu ¢astice pfi centrifugaci.

Rychlost sedimentace zavisi na velikosti, tvaru, hustoté ¢astic a také na vlastnostech prostiedi
a podminkach centrifugace.

Po centrifugace jsou velké Castice dole a malé ¢astice najdeme nahofe.

3. Elektroforéza NK
Cviceni:

1) Dopln schéma kapildrni elfy podle vkladu:

1

separ. kapilara

; ;
vs.nadobka
vys.nadobka

2) Dopli krizovku:

D O O S o

detektor

1. | e I el k|t|r]i ckép‘o||‘e‘
2.|p‘o‘|‘y‘a‘k rlyl|ll]l]alm|i|d|o]|vVv]Eé
3.l glel|l |y




4.konvenén‘|‘
5.‘h ml|lo|t|[n|lo|ls]|t]|n]i
6. | v e |r|[t]|ilk]a]l n||
7. | i z|lofl]|a|c|e
8.‘e‘|‘e‘k‘t r{fo|lflo|rje|lo|g]|r|alm
9. | k|fo|n|cleln|t|rjalcl|e
10.| h |ofr|ifjzlo|ln|t|a]|l|n]|i
11.|a‘p||‘i‘kovvané
12.| a | g | a r{oé6llz|a
13.ano|d‘a‘

V ¢em se pohybuji nabité molekuly

Typ elektroforetického gelu

Nosi¢ pro NK

U které gelové elfy se rozdé€luji molekuly do velikosti 50 kbp

S jakym standardem se porovnava neznama velikost DNA fragmentu
Typ elfy, kdy je gel mezi 2 skly

Vyuziti elfy

Vysledek elfy

© 0 N o g bk~ wDhPE

Faktor ovliviiujici rychlost migrace (souvisi s gelem)

=
o

. Typ gelové elfy

-
-

. Jaky druh napéti ovliviiyje rychlost migrace

[EY
N

. Typ elektroforetického gelu

[EY
w

. K jaké elektrodé¢ se pohybuji NK v elektrickém poli

3) Nakreslete elektroforeogram,ve kterém vyznacte HS a vzorek neznamého fragmentu
DNA:

velikostni
standard
vzorek

dlouhé
fragmenty

= | krétké
fragmenty

2) Hybridizace
Cviceni:

1) Rébus — dopln informace misto otaznikii:
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hybridizace denaturace RENATURACE

vznik dvoutetézcovych reverzibilni pochod oddéleni vznik dvoutetézcovych

molekul 2 fetézct molekuly DNA struktur

1ze ji navodit napf. teplotou

vznik homoduplext i
- nad 90 °C, NaOH,

. heteroduplexti
mocovinou

2) Prirad k sobé sprdavné dvouice:

annealing uplnd komplementarita fetézce

mismatches Caste¢na komplementarita fetézce

homoduplexy nesparované useky
hybridni molekuly vznik dvoufetézcovych struktur slou¢enim
jednofetézcovych polynukleotidi

heteroduplexy denaturované molekuly, ve kterych se spojily

fetézce z DNA riznych zdrojii

4) Dopln kiizovku

1.ho‘m‘o‘d‘u‘p‘l‘e‘x‘y‘
2.‘p‘a‘t‘e‘rni t |y
.| s | t]|a]|b|i I‘n‘l‘
4.|f i I t r y
5. | ¢ | i | p
6.dena‘t‘u‘r‘a‘c‘e‘
7.‘s‘o‘n‘dy

Nesparované useky

Odborné , testy otcovstvi®

Jaké hybridy vznikaji pii hybridizaci

Kde se izoluje jedna z NK (mnozné ¢islo)
Forma technologie vyuziti

Oddéleni dvou fetézct dvousroubovice DNA

N o a k~ wDnh e

Ovlivni denaturaci (slozenim, koncentraci, komplexitou, nukleotidovym slozenim)
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3) PCR
Cviceni:
1) Oznac spravné tvrzeni:
PCR je:
(O amplifikace relativné dlouhych tsekt specifické DNA

(O templatova DNA
(O denaturace fetézcl templatové DNA

(O amplifikace relativné kratkych useka specifické DNA

Kratky specificky usek DNA zarucujici specifitu amplifikace je:
(O termocykler

(O primer
(O elongace

DNA se vzdy zapisuje ve smeéru:
(O od 1’ku 4’konci
(O od 3’ku 5 konci
(O od 5’ku 3konci

PCR se provadi v:
(O eppendorfkach
(O termocyklerech
(O kadinkach

2) Dopln schéma:

DNA
denaturace

-F----- elongace
Tag polymer.

Teplota [°C)
)
L

== annealing
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