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Základy praktické bioinformatiky

Téma 8/10

Nukleotidová bioinformatika IV

Cíle:

Student bude schopen navrhnout primery pro amplifikaci DNA s vloženými 
restrikčními místy pro následné klonování.

..a primery pro detekci konkrétního genu, kvantitativní stanovení 
vybraného genu (qPCR) a zkontrolovat zda primery uvedené v publikacích 
jsou v dostatečné kvalitě.



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



Klonování

(Prof. Beránek Molekulární Biologie)

=namnožení úseku DNA



Klonování



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“

➢Klonování s tupými konci (případně TA klonování / Taq polymeráza)

  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 konci (případně TA klonování / Taq polymeráza)

  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 konci (případně TA klonování / Taq polymeráza)

  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 konci (případně TA klonování / Taq polymeráza)

  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 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

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



Klonování - SpecifickéR:

OK

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



Klonování - Specifické

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

R:

Jiný příklad

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



Vyzkoušejte si….DU8-1.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)



DÚ8 – Návrh primerů-řešení

1) Celá sekvence NQO1 by byla štěpena pouze BamHI, který by byl nevhodný pro klonování

2)

R: TGG AAG CTT TCA TTT TCT AGC TTT G



DU8-1.část
Návrh primerů obsahujících restrikční místa:

Start - ATG

STOP (nebo ne – podle typu experimentu)



DU8-1.část
Návrh primerů obsahujících restrikční místa:



DU8-1.část
celá sekvence: (variabilní nukleotidy-zvolený RE-forward primer) - ACG ACG CGT ATG CCC CGC ATA GAT GCG GA

-> příliš vysoká teplota, uberu nukleotidy

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)



Základy praktické bioinformatiky

Téma 8/10

Nukleotidová bioinformatika IV

Cíle:

Student bude schopen navrhnout primery pro amplifikaci DNA s vloženými 
restrikčními místy pro následné klonování.

..a primery pro detekci konkrétního genu, kvantitativní stanovení 
vybraného genu (qPCR) a zkontrolovat zda primery uvedené v publikacích 
jsou v dostatečné kvalitě.



Polymerázová řetězová reakce
1) Amplifikace (namnožení) požadovaného úseku DNA (genu, fragmentu) / specifické (+RE)

→ 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 
• 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 
• 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 DU8-2.část



DU8
1) navrhněte primery pro amplifikaci „vašeho“ genu pro zaklonování do plasmidu pGL3

2)  navrhěte primery pro DETEKCI vašeho genu (tak, aby produkt nebyl delší než 500 nukleotidů a kratší než 200nt)

→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)
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