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Základy praktické bioinformatiky

Téma 7/10

Nukleotidová bioinformatika III

Cíle:

Student bude schopen navrhnout primery pro namnožení požadovaného 
úseku genu a navrhnout vhodné enyzmy pro restrikční analýzu.



„Bioinformatika nukleových kyselin II“
Vyhledávání NK sekvencí

Analýza vlastností sekvencí-složení, reverse complement, identifikace restrikčních míst (Palindromy)

Práce s kódující DNA=práce s proteiny / překlad DNA sekvence-otvírání čtecího rámce

Návrh primerů pro PCR, rt-PCR, bodovou mutagenezi

Předpověď sekundárních struktur

Porovnávání sekvencí, identifikace neznámé sekvence

(Vyhledání SNPs)

„čtení“ sekvenačních dat a spojování fragmentů

Vyhledávání hladin expresí jednotlivých genů

mikroRNA 

Celé genomy

….



Primer = oligonukleotid
= krátký jednořetězcový úsek DNA

Použití:
➢PCR (namnožení genu/úseku, detekce genu, mutace, RT-PCR…)

➢Reverzní transkripce (oligo(dT), GSP, hexamers)

➢sekvenování



Polymerázová řetězová reakce
Polymerase chain reaction (PCR) namnožení (amplifikace) úseku DNA vymezeného primery

„End point“ detekce



Polymerázová řetězová reakce
Polymerase chain reaction (PCR) namnožení (amplifikace) úseku DNA vymezeného primery

Syntéza: 5´→ 3´



Polymerázová řetězová reakce
Charakteristiky „dobré“ dvojice primerů: 

◦ Tm rozdíl (<1-3°C)

◦ Podobná délka (17-28nt)

◦ Podobné složení bazí (GC50-60%)

◦ Nepřítomnost delších úseků ze stejných bází (>4)

◦ Nepřítomnost sekundárních struktur (vnitřní vlásenky)

◦ Nepřítomnost tvorby dimerů

◦ (Málo GC nukleotidů na 3´konci) ALE jeden G/C na úplném konci ano

◦ (Specifičnost)



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

→ manuální návrh



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

→ manuální návrh

➢navrhněte (krátké) primery pro sekvenci:

5´-ATGCCCTTTCnnnnnnnnnnnnnnTAAATCCCGC-3´



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

→ manuální návrh

➢navrhněte (krátké) primery pro sekvenci:

5´-ATGCCCTTTCnnnnnnnnnnnnnnTAAATCCCGC-3´

3´-TACGGGAAAGnnnnnnnnnnnnnnATTTAGGGCG-5´



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

→ manuální návrh

➢navrhněte (krátké) primery pro sekvenci:

5´-ATGCCCTTTCnnnnnnnnnnnnnnTAAATCCCGC-3´

3´-TACGGGAAAGnnnnnnnnnnnnnnATTTAGGGCG-5´

5´- ATGCCCTTTC-

ATTTAGGGCG-5



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

→ manuální návrh

➢navrhněte (krátké) primery pro sekvenci:

5´-ATGCCCTTTCnnnnnnnnnnnnnnTAAATCCCGC-3´

3´-TACGGGAAAGnnnnnnnnnnnnnnATTTAGGGCG-5´

5´- ATGCCCTTTC-

ATTTAGGGCG-5
F_primer: ATGCCCTTTC

R_primer: GCGGGATTTA

pro zápis finálních F a R primerů směr psaní 5´- 3´ !



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

→ manuální návrh

➢navrhněte (krátké) primery pro sekvenci:

5´-ATGCCCTTTCnnnnnnnnnnnnnnTAAATCCCGC-3´

reverse complement:

5´-GCGGGATTTAnnnnnnnnnnnnnnGAAAGGGCAT-3´

(3´-TACGGGAAAGnnnnnnnnnnnnnnATTTAGGGCG-5´)

R_primer: GCGGGATTTA



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

→ manuální návrh

➢navrhněte (krátké) primery pro sekvenci:

5´-ATGCCCTTTCnnnnnnnnnnnnnnTAAATCCCGC-3´

reverse complement:

5´-GCGGGATTTAnnnnnnnnnnnnnnGAAAGGGCAT-3´

(3´-TACGGGAAAGnnnnnnnnnnnnnnATTTAGGGCG-5´)

R_primer: GCGGGATTTA



PCR-amplifikace požadovaného úseku

>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

→ manuální návrh: 2 primery

Forward -horní primer

Reverse -dolní primer (z „reverse complement“)



PCR-amplifikace požadovaného úseku

>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

→ manuální návrh: 2 primery

Forward primer →primer se „opíše“ – cca 20-22 (18-24) nt
→a zkontroluje



Navržený „primer“=opsaná sekvence

PCR-kontrola manuálně navržených primerů: OligoCalc



PCR-amplifikace požadovaného úseku

>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

→ manuální návrh: 2 primery

Forward primer

Reverse primer → celá sekvence „reverse complement“



PCR-amplifikace požadovaného úseku

>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

→ manuální návrh: 2 primery

Forward primer

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



Navržený „primer“=opsaná sekvence

PCR-kontrola manuálně navržených primerů: OligoCalc



PCR-kontrola manuálně navržených primerů: OligoCalc

>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

→ manuální návrh: 2 primery

Forward primer

Reverse primer

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



Vyzkoušejte si 
1) Manuálně navrhnout primery pro amplifikaci:

3. exonu NQO1 (NM_000903.3) 

- délka:18-24nt

- Tm: 55-60°C 



Vyzkoušejte si
1) Manuálně navrhnout primery pro amplifikaci:

3. exonu NQO1 (NM_000903.3) 

- délka:18-24nt

- Tm: 55-60°C 

Výsledek:



Vyzkoušejte si
1) Manuálně navrhnout primery pro amplifikaci:

3. exonu NQO1 (NM_000903.3) 

- délka:18-24nt

- Tm: 55-60°C 

Výsledek:



Ověření PCR produktů:



Vyzkoušejte si
1) Manuálně navrhnout primery pro amplifikaci:

3. exonu NQO1 (NM_000903.3) 

- délka:18-24nt

- Tm: 55-60°C 

2) zkontrolujte pozice pomoci multalin: 

(porovnejte) celou mRNA, 3. exon a oba primery

Výsledek: F:
R:

60°C

60°C



porovnání - multalin

X



porovnání - multalin

X

Pro porovnání nutné R primer vložit jako „reverse complement“



Vyzkoušejte si 
1) Manuálně navrhnout primery pro amplifikaci úseku:

Sekvence v Moodlu: nácvik manuálního návrhu primerů-nefunkční NCBI

- délka:18-24nt

- Tm: 55-60°C 



Vyzkoušejte si 
1) Manuálně navrhnout primery pro amplifikaci úseku:

Sekvence v Moodlu: nácvik manuálního návrhu primerů-nefunkční NCBI

- délka:18-24nt

- Tm: 55-60°C 

Výsledek: F: GGT TTC CAA TGC GGC CGT
R: GAT TGG CTG AGT GCT TTA TTG 



Kontrola PCR produktu
(po manuálním návrhu primerů)

- agarosová elektroforéza – kontrola velikosti

- sekvenace – kontrola vlastní sekvence

+ restrikční analýza („náznak“ sekvence a agarozová elektroforéza)



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:
Pracujte s vaší CDS nebo ukázkovou sekvencí „Nácvik štěpení“

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



Vyzkoušejte si (DU7)
Manuálně navrhnout primery pro vaši CDS (kódující sekvenci).

- délka:18-24nt

- Tm: 55-60°C

+ zkontrolujte pozice pomoci multalin: 

(porovnejte) celou mRNA, CDS a oba primery



DÚ7 – Návrh primerů a štěpení RE
1) Navrhněte manuálně primery, tak aby se amplifikovala vaše CDS 

- Navrhněte F a R primer tak aby Tm nebyla větší než 60°C
- zkontrolujte pozice pomoci multalin: 

(porovnejte) celou mRNA, CDS a oba primery

2) Štěpení

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

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

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