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ad DU7
časté: primer R byl jen opsaný kus sekvence (musí být na opačný řetězec!)

Pouze pro kontrolu dané sekvence: R primer je potřeba reversně komplementární (R_rc):

X



Procvičování návrh primerů:

řešení:



Základy praktické bioinformatiky

Téma 8/10

Nukleotidová bioinformatika IV

Cíle:

Student bude schopen udělat restrikční analýzu zadaného úseku, vybrat 
vhodné restrikční endonukleázy a navrhnout primery pro amplifikaci DNA 
s vloženými restrikčními místy pro následné klonování…

..a primery pro kvantitativní stanovení vybraného genu (qPCR).



Restrikční analýza
= hledání cílových míst restrikčních endonukláz

Např:  XhoI CTCGAG;        BamHI GGATCC (palindromy)

Důvody:

▪pro kontrolu produktu po PCR

▪analýza mutací

▪před klonováním (!)



Restrikční analýza

neštěpí

štěpí 1x v pozici „684“

štěpí 2x

štěpí mnohokrát



Restrikční analýza

Vložení nukleotidové sekvence

Zvolení sady enzymů, 

které se mají použít

NEBcutter
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/



Krátké info o pozici a povaze 

vzniklých konců (zobrazeno 

kurzorem)

Podrobné informace o 

enzymech se zobrazí 

po kliknutí

Grafické znázornění restrikčních míst

Restrikční analýza



Restrikční analýza

Grafické znázornění 

štěpícího místa

Enzymy rozpoznávající 

sekvenci jako SacI

Enzymy produkující 

kompatibilní konce



Vyzkoušejte si….
….udělejte restrikční analýzu „vašeho“ genu (celé CDS)

→ zjistěte, které neštěpí

a které štěpí 1x, 2x…těmto RE je nutné se při klonování vyhnout

(DU: : XhoI, HindIII, SacI)



RA:kontrola PCR fragmentů
= simulace štěpení, co můžeme na gelu očekávat při separaci fragmentů po štěpení

Program SMS: „Restriction digest“



RA:kontrola PCR fragmentů

NQO1:CDS-restiction summary

NQO1:CDS-restiction digest

EcoRI

NQO1:CDS  (825nt) NQO1:CDS  (825nt)
A:    414+ 411nt B:   602+ 223nt



RA:kontrola PCR fragmentů

NQO1:CDS-restiction digest

NQO1:CDS  (825nt)

EcoRIHpaII

C:  414+ 188+      223nt



RA:kontrola PCR fragmentů

NQO1:CDS-restiction digest

NQO1:CDS  (825nt)
A:  273+ 541+ 11nt



RA:kontrola PCR fragmentů

NQO1:CDS-restiction digest

NQO1:CDS  (825nt)

EcoRIHpaII AluIAluI

D:273+           141+      188+    212+        11nt

D



Vyzkoušejte si:
▪Kolik fragmentů vznikne, štěpíte-li 3. exon referenčního genu lidské GPX7 
enzymem MseI?

▪Kolik fragmentů vznikne, štěpíte-li 3. exon referenčního genu lidské GPX7 
enzymem MscI?



Vyzkoušejte si:
▪Kolik fragmentů vznikne, štěpíte-li 3. exon referenčního genu lidské GPX7 
enzymem MseI?

▪Kolik fragmentů vznikne, štěpíte-li 3. exon referenčního genu lidské GPX7 
enzymem MscI?



Vyzkoušejte si:
Pomocí Restriction summary najděte RE, který štěpí 1x a další, který štěpí 2x, vyzkoušejte si 
kombinované štěpení v Restriction Digest

DU7:

1) Zjistěte zda a kolikrát štěpí CDS sekvenci vašeho genu enzymy: XhoI, HindIII, SacI

2) Jaké fragmenty z vaší CDS vzniknou po štěpení všemi těmito enzymy?

3) vyberte RE, kterou byste štěpili vaši CDS jednou a výsledek na gelu by vhodně potvrdil vznik 
předpokládaného produktu



Klonování

(Prof. Beránek Molekulární Biologie)

=namnožení úseku DNA



Klonování
Labguide.cz



Klonování
Namnožení úseku DNA (např. sekvenování určitého úseku, celé CDS…) 

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

„Expresní“-příprava rekombinantního proteinu-nutné dodržet čtecí rámec

Mutageneze



Klonování

>NM_000903.2:192-1016 Homo sapiens NAD(P)H quinone dehydrogenase 1 

(NQO1), transcript variant 1, mRNA

ATGGTCGGCAGAAGAGCACTGATCGTACTGGCTCACTCAGAGAGGACGTCCTTCAACTATGCCATGAAGG 

AGGCTGCTGCAGCGGCTTTGAAGAAGAAAGGATGGGAGGTGGTGGAGTCGGACCTCTATGCCATGAACTT 

CAATCCCATCATTTCCAGAAAGGACATCACAGGTAAACTGAAGGACCCTGCGAACTTTCAGTATCCTGCC 

GAGTCTGTTCTGGCTTATAAAGAAGGCCATCTGAGCCCAGATATTGTGGCTGAACAAAAGAAGCTGGAAG 

CCGCAGACCTTGTGATATTCCAGTTCCCCCTGCAGTGGTTTGGAGTCCCTGCCATTCTGAAAGGCTGGTT 

TGAGCGAGTGTTCATAGGAGAGTTTGCTTACACTTACGCTGCCATGTATGACAAAGGACCCTTCCGGAGT 

AAGAAGGCAGTGCTTTCCATCACCACTGGTGGCAGTGGCTCCATGTACTCTCTGCAAGGGATCCACGGGG 

ACATGAATGTCATTCTCTGGCCAATTCAGAGTGGCATTCTGCATTTCTGTGGCTTCCAAGTCTTAGAACC 

TCAACTGACATATAGCATTGGGCACACTCCAGCAGACGCCCGAATTCAAATCCTGGAAGGATGGAAGAAA 

CGCCTGGAGAATATTTGGGATGAGACACCACTGTATTTTGCTCCAAGCAGCCTCTTTGACCTAAACTTCC 

AGGCAGGATTCTTAATGAAAAAAGAGGTACAGGATGAGGAGAAAAACAAGAAATTTGGCCTTTCTGTGGG 

CCATCACTTGGGCAAGTCCATCCCAACTGACAACCAGATCAAAGCTAGAAAATGA

Ne-specifické klonování pro namnožení úseku DNA (např. pro sekvenování určitého úseku, celé CDS…) 

➢Klonování konkrétních úseků: „manuální návrh“ umíme

➢Klonování s tupými (zarovnanými) konci
Forward -horní primer

Reverse -dolní primer



Klonování

>NM_000903.2:192-1016 Homo sapiens NAD(P)H quinone dehydrogenase 1 

(NQO1), transcript variant 1, mRNA

ATGGTCGGCAGAAGAGCACTGATCGTACTGGCTCACTCAGAGAGGACGTCCTTCAACTATGCCATGAAGG 

AGGCTGCTGCAGCGGCTTTGAAGAAGAAAGGATGGGAGGTGGTGGAGTCGGACCTCTATGCCATGAACTT 

CAATCCCATCATTTCCAGAAAGGACATCACAGGTAAACTGAAGGACCCTGCGAACTTTCAGTATCCTGCC 

GAGTCTGTTCTGGCTTATAAAGAAGGCCATCTGAGCCCAGATATTGTGGCTGAACAAAAGAAGCTGGAAG 

CCGCAGACCTTGTGATATTCCAGTTCCCCCTGCAGTGGTTTGGAGTCCCTGCCATTCTGAAAGGCTGGTT 

TGAGCGAGTGTTCATAGGAGAGTTTGCTTACACTTACGCTGCCATGTATGACAAAGGACCCTTCCGGAGT 

AAGAAGGCAGTGCTTTCCATCACCACTGGTGGCAGTGGCTCCATGTACTCTCTGCAAGGGATCCACGGGG 

ACATGAATGTCATTCTCTGGCCAATTCAGAGTGGCATTCTGCATTTCTGTGGCTTCCAAGTCTTAGAACC 

TCAACTGACATATAGCATTGGGCACACTCCAGCAGACGCCCGAATTCAAATCCTGGAAGGATGGAAGAAA 

CGCCTGGAGAATATTTGGGATGAGACACCACTGTATTTTGCTCCAAGCAGCCTCTTTGACCTAAACTTCC 

AGGCAGGATTCTTAATGAAAAAAGAGGTACAGGATGAGGAGAAAAACAAGAAATTTGGCCTTTCTGTGGG 

CCATCACTTGGGCAAGTCCATCCCAACTGACAACCAGATCAAAGCTAGAAAATGA

Ne-specifické klonování pro namnožení úseku DNA (např. pro sekvenování určitého úseku, celé CDS…) 

➢Klonování konkrétních úseků: „manuální návrh“

➢Klonování s tupými (zarovnanými) konci
Forward -horní primer

→primer se „opíše“ – cca 20-22nt 
→a zkontroluje



Klonování

>NM_000903.2:192-1016 Homo sapiens NAD(P)H quinone dehydrogenase 1 

(NQO1), transcript variant 1, mRNA

ATGGTCGGCAGAAGAGCACTGATCGTACTGGCTCACTCAGAGAGGACGTCCTTCAACTATGCCATGAAGG 

AGGCTGCTGCAGCGGCTTTGAAGAAGAAAGGATGGGAGGTGGTGGAGTCGGACCTCTATGCCATGAACTT 

CAATCCCATCATTTCCAGAAAGGACATCACAGGTAAACTGAAGGACCCTGCGAACTTTCAGTATCCTGCC 

GAGTCTGTTCTGGCTTATAAAGAAGGCCATCTGAGCCCAGATATTGTGGCTGAACAAAAGAAGCTGGAAG 

CCGCAGACCTTGTGATATTCCAGTTCCCCCTGCAGTGGTTTGGAGTCCCTGCCATTCTGAAAGGCTGGTT 

TGAGCGAGTGTTCATAGGAGAGTTTGCTTACACTTACGCTGCCATGTATGACAAAGGACCCTTCCGGAGT 

AAGAAGGCAGTGCTTTCCATCACCACTGGTGGCAGTGGCTCCATGTACTCTCTGCAAGGGATCCACGGGG 

ACATGAATGTCATTCTCTGGCCAATTCAGAGTGGCATTCTGCATTTCTGTGGCTTCCAAGTCTTAGAACC 

TCAACTGACATATAGCATTGGGCACACTCCAGCAGACGCCCGAATTCAAATCCTGGAAGGATGGAAGAAA 

CGCCTGGAGAATATTTGGGATGAGACACCACTGTATTTTGCTCCAAGCAGCCTCTTTGACCTAAACTTCC 

AGGCAGGATTCTTAATGAAAAAAGAGGTACAGGATGAGGAGAAAAACAAGAAATTTGGCCTTTCTGTGGG 

CCATCACTTGGGCAAGTCCATCCCAACTGACAACCAGATCAAAGCTAGAAAATGA

Ne-specifické klonování pro namnožení úseku DNA (např. pro sekvenování určitého úseku, celé CDS…) 

➢Klonování konkrétních úseků: „manuální návrh“

➢Klonování s tupými (zarovnanými) konci
Forward -horní primer

Reverse -dolní primer

→ celá sekvence „reverse complement“
→primer se „opíše“ – cca 20-22 (18-24) nt
→a zkontroluje

→ primery je nutné „vyladit“ aby seděly Tm (prodloužením, či krácením podle sekvence)



Klonování

>NM_000903.2:192-1016 Homo sapiens NAD(P)H quinone dehydrogenase 1 

(NQO1), transcript variant 1, mRNA

ATGGTCGGCAGAAGAGCACTGATCGTACTGGCTCACTCAGAGAGGACGTCCTTCAACTATGCCATGAAGG 

AGGCTGCTGCAGCGGCTTTGAAGAAGAAAGGATGGGAGGTGGTGGAGTCGGACCTCTATGCCATGAACTT 

CAATCCCATCATTTCCAGAAAGGACATCACAGGTAAACTGAAGGACCCTGCGAACTTTCAGTATCCTGCC 

GAGTCTGTTCTGGCTTATAAAGAAGGCCATCTGAGCCCAGATATTGTGGCTGAACAAAAGAAGCTGGAAG 

CCGCAGACCTTGTGATATTCCAGTTCCCCCTGCAGTGGTTTGGAGTCCCTGCCATTCTGAAAGGCTGGTT 

TGAGCGAGTGTTCATAGGAGAGTTTGCTTACACTTACGCTGCCATGTATGACAAAGGACCCTTCCGGAGT 

AAGAAGGCAGTGCTTTCCATCACCACTGGTGGCAGTGGCTCCATGTACTCTCTGCAAGGGATCCACGGGG 

ACATGAATGTCATTCTCTGGCCAATTCAGAGTGGCATTCTGCATTTCTGTGGCTTCCAAGTCTTAGAACC 

TCAACTGACATATAGCATTGGGCACACTCCAGCAGACGCCCGAATTCAAATCCTGGAAGGATGGAAGAAA 

CGCCTGGAGAATATTTGGGATGAGACACCACTGTATTTTGCTCCAAGCAGCCTCTTTGACCTAAACTTCC 

AGGCAGGATTCTTAATGAAAAAAGAGGTACAGGATGAGGAGAAAAACAAGAAATTTGGCCTTTCTGTGGG 

CCATCACTTGGGCAAGTCCATCCCAACTGACAACCAGATCAAAGCTAGAAAATGA

Ne-specifické klonování pro namnožení úseku DNA (např. pro sekvenování určitého úseku, celé CDS…) 

➢Klonování konkrétních úseků: „manuální návrh“

➢Klonování s tupými (zarovnanými) konci
Forward -horní primer

Reverse -dolní primer

→ celá sekvence „reverse complement“
→primer se „opíše“ – cca 20-22 (18-24) nt
→a zkontroluje

→ primery je nutné „vyladit“ aby seděly Tm (prodloužením, či krácením podle sekvence)



Klonování
Ne-specifické klonování pro namnožení úseku DNA (např. pro sekvenování určitého úseku, celé CDS…) 

➢Klonování konkrétních úseků: „manuální návrh“

➢Klonování s tupými (zarovnanými) konci

→ primery je nutné „vyladit“ aby seděly Tm (prodloužením, či krácením podle sekvence)

Nevýhoda: nelze zajistit jakým „směrem“ je insert zaklonovaný



Klonování
Ne-specifické namnožení úseku DNA (např. sekvenování určitého úseku, celé CDS…) 

Specifické (např. klonování celé CDS, analýza promotorové oblasti, 3´UTR…) – potřebujeme 
„správný“ směr

„Expresní“-příprava rekombinantního proteinu-nutné dodržet čtecí rámec

Mutageneze



Klonování

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

MCS (multiple cloning site)=polyklonovací místo

štěpná místa pro restrikční endonukleázy

→ umožní směrově specifické klonování



Klonování
Specifické (např. klonování celé CDS, analýza promotorové oblasti, 3´UTR…)

Restrikční endonukleázy:

→ neumožní směrově specifické klonování
X

→ primery s „vloženými“ štěpnými místy vybraných enzymů pro klonování



Klonování - Specifické
→ primery s „vloženými“ štěpnými místy vybraných enzymů pro klonování

→ kontrola možného štěpení insertu/restrikční analýza !

Požadovaný úsek RE2RE1
PCR

štěpení

Požadovaný úsek

UŽ umíme!



Klonování – Specifické: NQO1(CDS) → pYES2
➢primery s „vloženými“ štěpnými místy vybraných enzymů pro klonování

→ kontrola možného štěpení insertu/restrikční analýza !

Př:Plasmid pYES pro expresi proteinů v kvasinkách S. cerevisiae/Galaktózový promotor (PGal1)



Klonování – Specifické: NQO1(CDS) → pYES2
➢primery s „vloženými“ štěpnými místy vybraných enzymů pro klonování

→ kontrola možného štěpení insertu/restrikční analýza !

Př:Plasmid pYES pro expresi proteinů v kvasinkách S. cerevisiae/Galaktózový promotor (PGal1)

1) Restriction summary:

X



Klonování - Specifické
➢primery s „vloženými“ štěpnými místy vybraných enzymů pro klonování

→ kontrola možného štěpení insertu/restrikční analýza: výběr RE

→ vytvořit kratší (cca 15nt) primery manuálně 

3´- ATCATGATTCTAAATA-5´

5´-TACTAGCTTTTAGGT-3´



Klonování - Specifické
➢primery s „vloženými“ štěpnými místy vybraných enzymů pro klonování

→ kontrola možného štěpení insertu/restrikční analýza: výběr RE

→ vytvořit kratší (cca 15nt) primery manuálně 

3´- ATCATGATTCTAAATA-5´

5´-TACTAGCTTTTAGGT-3´

Forward: 5´-TACTAGCTTTTAGGT-3´ 15nt  Tm=37,8°C
Reverse:  5´-ATAAATCTTAGTACTA-3´ 16nt  Tm=35,4°C



Klonování - Specifické
➢primery s „vloženými“ štěpnými místy vybraných enzymů pro klonování

→ kontrola možného štěpení insertu/restrikční analýza: výběr RE

→ vytvořit kratší (cca 15nt) primery manuálně

→ doplnit rozpoznávající sekvenci (většinou 6nt) pro vybraný enzym

3´- ATCATGATTCTAAATA-5´

5´-TACTAGCTTTTAGGT-3´

Forward: 5´- AAGCTTTACTAGCTTTTAGGT-3´ 21nt  Tm=53,4,8°C
Reverse:  5´- CTCGAGATAAATCTTAGTACTA-3´ 22nt  Tm=54,7°C

Forward: 5´-TACTAGCTTTTAGGT-3´ 15nt  Tm=37,8°C
Reverse:  5´-ATAAATCTTAGTACTA-3´ 16nt  Tm=35,4°C



Klonování - Specifické

3´- ATCATGATTCTAAATA-5´

5´-TACTAGCTTTTAGGT-3´

➢primery s „vloženými“ štěpnými místy vybraných enzymů pro klonování

→ kontrola možného štěpení insertu/restrikční analýza: výběr RE

→ vytvořit kratší (cca 15nt) primery manuálně

→ doplnit rozpoznávající sekvenci (většinou 6nt) pro vybraný enzym

→ přidat cca 3-5nt „navíc“ 
Forward: 5´- ACCAAGCTTTACTAGCTTTTAGGT-3´ 25nt  Tm=60,3°C
Reverse:  5´- TAACTCGAGATAAATCTTAGTACTA-3´ 26nt  Tm=57,6°C

Forward: 5´- AAGCTTTACTAGCTTTTAGGT-3´ 21nt  Tm=53,4,8°C
Reverse:  5´- CTCGAGATAAATCTTAGTACTA-3´ 22nt  Tm=54,7°C



Klonování - Specifické

3´- ATCATGATTCTAAATA-5´

5´-TACTAGCTTTTAGGT-3´

➢primery s „vloženými“ štěpnými místy vybraných enzymů pro klonování

→ kontrola možného štěpení insertu/restrikční analýza: výběr RE

→ vytvořit kratší (cca 15nt) primery manuálně

→ doplnit rozpoznávající sekvenci (většinou 6nt) pro vybraný enzym

→ přidat cca 3-5nt „navíc“a vyladit Tm obou primerů

→ zkontrolovat

Forward: 5´- ACCAAGCTTTACTAGCTTTTAGGT-3´ 25nt  Tm=60,3°C
Reverse:  5´- TAACTCGAGATAAATCTTAGTACTA-3´ 26nt  Tm=57,6°C



Klonování - Specifické
➢primery s „vloženými“ štěpnými místy vybraných enzymů pro klonování

→ kontrola možného štěpení insertu/restrikční analýza: výběr RE

→ vytvořit kratší (cca 15nt) primery manuálně

→ doplnit rozpoznávající sekvenci (většinou 6nt) pro vybraný enzym

→ přidat cca 3-5nt „navíc“a vyladit Tm obou primerů

→ zkontrolovat

Forward: 5´- ACCAAGCTTTACTAGCTTTTAGGT-3´ 25nt  Tm=60,3°C
Reverse:  5´- TAACTCGAGATAAATCTTAGTACTA-3´ 26nt  Tm=57,6°C

Možnost zvýšit teplotu záměnou A v G

Forward: 5´- ACCAAGCTTTACTAGCTTTTAGGT-3´ 25nt  Tm=60,3°C
Reverse:  5´- TAGCTCGAGATAAATCTTAGTACTA-3´ 26nt  Tm=59,2°C



Klonování - Specifické

3´- ATCATGATTCTAAATA-5´

5´-TACTAGCTTTTAGGT-3´

➢primery s „vloženými“ štěpnými místy vybraných enzymů pro klonování

→ kontrola možného štěpení insertu/restrikční analýza: výběr RE

→ vytvořit kratší (cca 15nt) primery manuálně

→ doplnit rozpoznávající sekvenci (většinou 6nt) pro vybraný enzym

→ přidat cca 3-5nt „navíc“a vyladit Tm obou primerů

→ zkontrolovat

Forward: 5´- ACCAAGCTTTACTAGCTTTTAGGT-3´ 25nt  Tm=60,3°C
Reverse:  5´- TAGCTCGAGATAAATCTTAGTACTA-3´ 26nt  Tm=59,2°C



Forward: 5´- ACCAAGCTTTACTAGCTTTTAGGT-3´ 25nt  Tm=60,3°C
Reverse:  5´- TAGCTCGAGATAAATCTTAGTACTA-3´ 26nt  Tm=59,2°C

F:

S tímto se nedá nic dělat
=primery ok



R:

OK

Forward: 5´- ACCAAGCTTTACTAGCTTTTAGGT-3´ 25nt  Tm=60,3°C
Reverse:  5´- TAGCTCGAGATAAATCTTAGTACTA-3´ 26nt  Tm=59,2°C



Klonování - SpecifickéR:

Jiný příklad (kdyby R primer vypadal takto):

Náhodné nukleotidy-lze měnit



Klonování - Specifické

3´- ATCATGATTCTAAATA-5´

5´-TACTAGCTTTTAGGT-3´

➢primery s „vloženými“ štěpnými místy vybraných enzymů pro klonování

→ kontrola možného štěpení insertu/restrikční analýza: výběr RE

→ vytvořit kratší (cca 15nt) primery manuálně

→ doplnit rozpoznávající sekvenci (většinou 6nt) pro vybraný enzym

→ přidat cca 3-5nt „navíc“a vyladit Tm obou primerů

→ zkontrolovat

Forward: 5´- ACCAAGCTTTACTAGCTTTTAGGT-3´ 25nt  Tm=60,3°C
Reverse:  5´- TAGCTCGAGATAAATCTTAGTACTA-3´ 26nt  Tm=59,2°C



Klonování-Specifické

XhoI

XhoI

KpnI

Labguide.cz



Klonování – doporučení:
Návrh primerů obsahujících restrikční místa:

Start - ATG

STOP (nebo ne – podle typu experimentu)



Klonování – doporučení:
Návrh primerů obsahujících restrikční místa:

nevhodné vybírat RE vedle sebe



Vyzkoušejte si….DU8-2.část
….navrhnout primery pro amplifikaci „vašeho“ genu pro zaklonování do plasmidu pGL3

→zkontrolujte sekvenci, které RE budou vhodné (tj. cílová sekvence neobsahuje příslušná štěpná místa)
→vložte příslušné sekvence do primerů pro PCR 
→“vylaďte“ Tm obou primerů, aby se příliš nelišily (odebírání, přidávání (náhodných) nukleotidů a kontrola v OligoCalc)



DU8-2.část-ukázka řešení F primeru:
celá sekvence: (variabilní nukleotidy-zvolený RE-forward primer) : ACG ACG CGT ATG CCC CGC ATA GAT GCG GA

-> příliš vysoká teplota, uberu nukleotidy na konci (musí zůstat aspoň 10nt, lépe 12nt)

-> nebo pozměním náhodné nukleotidy na začátku

výsledný primer: ACG ACG CGT ATG CCC CGC AT (TM=64.6°C)

ATT ACG CGT ATG CCC CGC ATA GA (TM=64.6°C)



DU8
1) Zjistěte zda a kolikrát štěpí CDS sekvenci vašeho genu enzymy: XhoI, HindIII, SacI

2) Jaké fragmenty z vaší CDS vzniknou po štěpení všemi těmito enzymy?

3) Vyberte RE, kterou byste štěpili vaši CDS jednou a výsledek na gelu by vhodně potvrdil vznik 
předpokládaného produktu

4) Navrhněte primery pro amplifikaci „vašeho“ genu pro zaklonování do plasmidu pGL3

→zkontrolujte sekvenci, které RE budou vhodné (tj. cílová sekvence neobsahuje příslušná štěpná místa)
→vložte příslušné sekvence do primerů pro PCR 
→“vylaďte“ Tm obou primerů, aby se příliš nelišily (odebírání, přidávání (náhodných) nukleotidů a kontrola v OligoCalc)



DÚ8 – Návrh primerů - řešení
1-2) Celá sekvence NQO1 by byla štěpena pouze BamHI, který by byl nevhodný pro klonování

3) vzniknou dva fragmenty (479+346): 

4) F: ACG ACG CGT ATG GTC GGC AGA AGA
5) R: TCA TTT TCT AGC TTT GAT CTG GT


	Snímek 2: Základy praktické Bioinformatiky
	Snímek 3: ad DU7
	Snímek 4: Procvičování návrh primerů:
	Snímek 5: Základy praktické bioinformatiky Téma 8/10
	Snímek 7: Restrikční analýza
	Snímek 8: Restrikční analýza
	Snímek 9: Restrikční analýza
	Snímek 10: Restrikční analýza
	Snímek 11: Restrikční analýza
	Snímek 12: Vyzkoušejte si….
	Snímek 13: RA:kontrola PCR fragmentů
	Snímek 14: RA:kontrola PCR fragmentů
	Snímek 15: RA:kontrola PCR fragmentů
	Snímek 16: RA:kontrola PCR fragmentů
	Snímek 17: RA:kontrola PCR fragmentů
	Snímek 18: Vyzkoušejte si:
	Snímek 19: Vyzkoušejte si:
	Snímek 20: Vyzkoušejte si:
	Snímek 21: Klonování
	Snímek 22: Klonování
	Snímek 23: Klonování
	Snímek 24: Klonování
	Snímek 25: Klonování
	Snímek 26: Klonování
	Snímek 27: Klonování
	Snímek 28: Klonování
	Snímek 29: Klonování
	Snímek 30: Klonování
	Snímek 31: Klonování
	Snímek 32: Klonování - Specifické
	Snímek 33: Klonování – Specifické: NQO1(CDS) → pYES2
	Snímek 34: Klonování – Specifické: NQO1(CDS) → pYES2
	Snímek 35: Klonování - Specifické
	Snímek 36: Klonování - Specifické
	Snímek 37: Klonování - Specifické
	Snímek 38: Klonování - Specifické
	Snímek 39: Klonování - Specifické
	Snímek 40: Klonování - Specifické
	Snímek 41: Klonování - Specifické
	Snímek 42
	Snímek 43
	Snímek 44: Klonování - Specifické
	Snímek 45: Klonování - Specifické
	Snímek 46: Klonování-Specifické
	Snímek 47: Klonování – doporučení:
	Snímek 48: Klonování – doporučení:
	Snímek 49: Vyzkoušejte si….DU8-2.část
	Snímek 50: DU8-2.část-ukázka řešení F primeru:
	Snímek 51: DU8
	Snímek 52: DÚ8 – Návrh primerů - řešení

