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Procvičování návrh primerů:

řešení:



Základy praktické bioinformatiky

Téma 8/10

Nukleotidová bioinformatika IV

Cíle:

Student bude schopen navrhnout specifické primery pro detekci genu, 
bude schopen identifikovat konkrétní aminokyselinu a příslušný kódující 
triplet a navrhnout primery pro mutagenezi



Polymerázová řetězová reakce
1) Amplifikace (namnožení) požadovaného úseku DNA (genu, fragmentu) 

→ manuální návrh



Polymerázová řetězová reakce
2) Detekce vybraného genu 
• nezáleží na konkrétním místě (v rámci nukleotidové sekvence, případně kódující oblasti)

• důležitá je specifita (Primer BLAST!)

• A „rozumná“ délka amplikonu/produktu (200-500nt)

mRNA NQO15´ 3´

„End point“ detekce



Polymerázová řetězová reakce
2) Detekce vybraného genu 
• nezáleží na konkrétním místě (v rámci nukleotidové sekvence, případně kódující oblasti)

• důležitá je specifita (Primer BLAST!)

• A „rozumná“ délka amplikonu/produktu (200-500nt)



Polymerázová řetězová reakce
2) Detekce vybraného genu 
• nezáleží na konkrétním místě (v rámci nukleotidové sekvence, případně kódující oblasti)

• důležitá je specifita (Primer BLAST!)



Polymerázová řetězová reakce
2) Detekce vybraného genu 
• nezáleží na konkrétním místě (v rámci nukleotidové sekvence, případně kódující oblasti)

• důležitá je specifita (Primer BLAST!)

Pro primery nasedající na CDS



Polymerázová řetězová reakce
2) Detekce vybraného genu 
• nezáleží na konkrétním místě (v rámci nukleotidové sekvence, případně kódující oblasti)

• důležitá je specifita (Primer BLAST!)

Pro primery nasedající pouze na lidské sekvence

√



Polymerázová řetězová reakce
2) Detekce vybraného genu 
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Pro primery nasedající pouze na lidské sekvence

√



Polymerázová řetězová reakce
2) Detekce vybraného genu 
• nezáleží na konkrétním místě (v rámci nukleotidové sekvence, případně kódující oblasti)

• důležitá je specifita (Primer BLAST!)



Polymerázová řetězová reakce
2) Detekce vybraného genu 
• nezáleží na konkrétním místě (v rámci nukleotidové sekvence, případně kódující oblasti)

• důležitá je specifita (Primer BLAST!)



Vyzkoušejte si….

….navrhnout specifické primery pro detekci „vašeho“ genu 

(v oblasti CDS) pomocí primer BLAST – součást DU8



Klonování

(Prof. Beránek Molekulární Biologie)

=namnožení úseku DNA



Klonování
Sekvenování-nezávislé na čtecím rámci

Specifické (např. analýza promotorové oblasti, 3´UTR…)

Exprese-příprava rekombinantního proteinu-nutné dodržet čtecí rámec

Mutageneze



Klonování-Návrh primerů – Pfu mutageneze
Bodová záměna kódující sekvence

Mutace cílového místa pro RE, mikroRNA.…

(site-directed mutagenesis)

◦ Sekvenci máme v plasmidu (<10kB)

→ návrh mutačních primerů (F+R)

=téměř komplementární sekvence s mutací „uprostřed“ a stejnými úseky na 
obě strany…cca 15nt



Klonování-Návrh primerů
Bodová záměna kódující sekvence

Mutace cílového místa pro RE, mikroRNA.…

(site-directed mutagenesis)

Postup: 1) Sekvenci naklonujeme do vhodného plasmidu (<10kb)

→ Návrh dvou mutačních primerů

2) PCR s těmito primery a plasmidem izolovaným z E.coli (templát)-po kontrole sekvence

→vytvoří se nové „cirkulární“ DNA k sobě komplementární, nesoucí mutaci v 
požadovaném místě, přerušené na „začátku“ primerů (tzv nick)

3) ošetření restrikční endonukleázou DpnI (štěpí pouze metylovanou DNA, tedy 
templátový plasmid)

4) transformace do bakterií (dokážou propojit jednořetězcové zlomy) a namnožení 
mutovaného cirkulárního plasmidu (→kontrola mutace sekvenací)



Klonování-Návrh primerů
Zadání: „mutujte“ 100.aminokyselinu na Glycin (G)

-identifikace 100.AMK (SMS/ range extractor Protein…“100“)

-zápis příslušné mutace: →NQO1: mutace: „F100G“ = mutace fenylalaninu na glycin

POZOR: Při vkládání sekvence ve FASTA 
formátu je lepší za názvem vložit „enter“.
Někdy nerozpozná program nový řádek.



Klonování-Návrh primerů

-Identifikace příslušného kodonu (SMS/DNA range extractor…“298..300 “)

1..3 1. kodon (ATG)
4..6 2. kodon
7..9 3. kodon
..
298..300 100.kodon 

vložit CDS

Zadání: „mutujte“ 100.aminokyselinu na Glycin (G)

POZOR: Při vkládání sekvence ve FASTA 
formátu je lepší za názvem vložit „enter“.
Někdy nerozpozná program nový řádek.

→ mutace fenylalaninu na glycin
F(TTC) na G(GGC)



Klonování-Návrh primerů

-Identifikace příslušného kodonu (SMS/DNA range extractor…“298..300 “)

→Pro NQO1: mutace: „F100G“

1..3 1. kodon (ATG)
4..6 2. kodon
7..9 3. kodon
..
298..300 100.kodon 

vložit CDS

Zadání: „mutujte“ 100.aminokyselinu na Glycin (G)

POZOR: Při vkládání sekvence ve FASTA 
formátu je lepší za názvem vložit „enter“.
Někdy nerozpozná program nový řádek.

→ mutace fenylalaninu na glycin



Vyzkoušejte si….

→identifikujte 100. aminokyselinu ve vašem proteinu
→jaký triplet jí kóduje ve vašem genu 



Klonování-Návrh primerů – Pfu mutageneze
Zadání: „mutujte“ 100.aminokyselinu na Glycin (G)

➢identifikace 100.AMK (SMS/protein range extractor…“100“)

➢v CDS nalezení správného tripletu



Klonování-Návrh primerů
Zadání: „mutujte“ 100.aminokyselinu na Glycin (G)

➢“vytažení“ potřebného úseku  pro návrh primerů:

SMS/DNA range extractor…“ 283..315 „   (při vložení CDS)
5 kodonů   mutace 5kodonů
283..297   298..300  301..315

283..315



Klonování-Návrh primerů
Zadání: „mutujte“ 100.aminokyselinu na Glycin (G)

➢Kontrola: „náhled“ sekvence: NCBI Graphic

Vložit „vytažený kus sekvence“ 

Vybrat položku sequence a dvojklik na sekvenci



Klonování-Návrh primerů
Zadání: „mutujte“ 100.aminokyselinu na Glycin (G)

Kontrola: „náhled“ sekvence: NCBI Graphic

1         2         3         4         5       100.      1          2         3         4         5 



Vyzkoušejte si….
….navrhnout primery pro mutaci 100.AMK vašeho proteinu 

→identifikujte, o kterou AMK se jedná (a jakým triplet jí přísluší)  √
→vyberte úsek DNA sekvence pro návrh primerů



Klonování-Návrh primerů
Zadání: „mutujte“ 100.aminokyselinu na Glycin (G)

Rozdělení na kodony a identifikace potřebného kodonu( OligoCalc)

→manuálně mutovat F(TTC) na G(GGC)

Codon usage (NQO1)

= forward horní primer
= reverse (dolní) primer



Klonování-Návrh primerů
„mutujte“ 100.aminokyselinu na Glycin (G)

Rozdělení na kodony a identifikace potřebného kodonu( OligoCalc)

→manuálně mutovat F(TTC) na G(GGC)

Codon usage (NQO1)

→SWAP STRANDS (výměna řetězců mezi okny)
= reverse (dolní) primer



Klonování-Návrh primerů
„mutujte“ 100.aminokyselinu na Glycin (G)

→manuálně mutovat F(TTC) na G(GGC)

Pro NQO1: mutace: „F100G“

GCA GAC CTT GTG ATA TTC CAG TTC CCC CTG CAG 

GCA GAC CTT GTG ATA GGC CAG TTC CCC CTG CAG 

GCA GAC CTT GTG ATA GGC CAG TTC CCC CTG CAG F primer:



Klonování-Návrh primerů
„mutujte“ 100.aminokyselinu na Glycin (G)

→manuálně mutovat F(TTC) na G(GGC)

Pro NQO1: mutace: „F100G“

GCA GAC CTT GTG ATA TTC CAG TTC CCC CTG CAG 

GCA GAC CTT GTG ATA GGC CAG TTC CCC CTG CAG 

CTG CAG GGG GAA CTG GCC TAT CAC AAG GTC TGC

Pro opačný řetězec 
(reverse complement
/swap strands)

R primer:

F primer:



Vyzkoušejte si….(DU8-2.)
….navrhnout primery pro mutaci 100.AMK vašeho proteinu 

→identifikujte, o kterou AMK se jedná (a jakým triplet jí přísluší)   √
→vyberte úsek DNA sekvence pro návrh primerů √
→navrhněte F i R mutační primer



DU8
1) Navrhněte specifické primery pro detekci „vašeho“ genu v oblasti CDS, s produktem „vhodné“
délky

2) Navrhněte mutační primery pro mutaci 100. aminokyseliny "vašeho" proteinu:

- identifikujte 100. AMK (X), zapište plánovanou mutaci ve tvaru: X100G

- identifikujte příslušný kodon

- navrhněte mutační primery se záměnou v glycin (GGC)
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