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• Dlouhý, nerozvětvený polymer tvořený 4 typy monomerů. Informace je uložena 
v pořadí (sekvenci) monomerů.

• DNA – deoxyribonukleová kyselina – vlastní nosič genetické informace (skoro vždy)

• RNA – ribonukleová kyselina

• Sekvence je vždy zapisována od 5’ ke 3’ konci

Nukleové kyseliny 
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Interakce nukleová kyselina – protein
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Interakce nukleová kyselina – protein

Interakce protein – nukleová kyselina může být:

• Nespecifická – vazba na cukr-fosfátovou kostru

• Specifická – zahrnující rozpoznávání bází = sekvence

Nukleosom – nespecifická interakce histonu s DNA TATA-vázající protein – specifická interakce s DNA



Palindromy



Palindrom

• Specifický případ sekvence, která je z obou stran stejná

Matematika Jazyk Hudba

OKO
KAJAK
RADAR

Kobyla má malý bok.
Jelenovi pivo nelej.

Joseph Haydn
Symfonie 47 v G dur

0
11

121
12321

123321
95135753159



Palindrom

• V biologii (biochemii) se palindrom vyskytuje v sekvencích DNA

• Aby mohla být sekvence palindrom, MUSÍ se číst zepředu a zezadu 
stejně – POZOR, sekvence biopolymerů (proteiny, DNA, RNA) jsou 
orientované!!! A proto:

Protein: MELEM RNA/DNA: AGCCGA DNA: TCATGA
 ✓

N-Met-Glu-Leu-Glu-Met-C

C-Met-Glu-Leu-Glu-Met-N

5’-A-G-C-C-G-A-3’

3’-A-G-C-C-G-A-5’

5’-T-C-A-T-G-A-3’
3’-A-G-T-A-C-T-5’

5’-T-C-A-T-G-A-3’
3’-A-G-T-A-C-T-5’

≠ =≠



Palindromatické sekvence v DNA

• Sekvence, která je totožná s KOMPLEMENTÁRNÍ sekvencí 
(vždy sudý počet)

• Dvoupísmenné (celkem 4, bez zvláštního významu)

• Čtyřpísmenné (celkem 16)

• Šestipísmenné (celkem 64)

• Delší

AT TA CG GC

AATT ACGTAGCTATAT
TATA TCGATGCATTAA

GATC GCGCGGCCGTAC
CATG CCGGCGCGCTAG

AAATTT ATTAATATATATAATATT TATATATAATTA TTTAAATTATAA

AAGCTT ...

...



Výskyt palindromů v DNA

• Náhodný – čistě statisticky se mohou palindromy vyskytovat často:
• Dvoupísmenný – průměrně každá 4. dvojice

• Čtyřpísmenný – průměrně každá 16. čtveřice

• Šestipísmenný – průměrně každá 64. šestice

• Cílený – využívaný buňkou pro rozpoznávání/manipulaci DNA

• V reálné DNA je náhodný výskyt palindromů potlačen 
(je jich méně, než by se dalo čekat na základě náhodného výskytu)



Struktura DNA palindromů

• Standardní
párování

• Tvorba vlásenek

-A-G-G-A-C-T-A-G-A-T-A-T-C-C-T-A-G-T-A-G-

-T-C-C-T-G-A-T-C-T-A-T-A-G-G-A-T-C-A-T-C-

-A-G-G-A-C-T-A   C-T-A-G-T-A-G-

-T-C-C-T-G-A-T   G-A-T-C-A-T-C-

C G

T A

A T

T A

A T

G C



Palindromy a interakce s proteiny

• Díky palindromu se opakovaná sekvence vyskytuje dvakrát naproti 
sobě

• Protein může rozpoznat DNA na dvou místech

• Dimer proteinu může vázat obě místa
• Výrazně silnější vazba

• Vyšší specifita
-A-G-G-A-C-T-A-G-A-T-A-T-C-C-T-A-G-T-A-G-

-T-C-C-T-G-A-T-C-T-A-T-A-G-G-A-T-C-A-T-C-



Palindromy a interakce s proteiny

• Díky palindromu se opakovaná sekvence vyskytuje dvakrát naproti 
sobě

DpnI-DNA komplex



Palindromy a interakce s proteiny

• Díky palindromu se opakovaná sekvence vyskytuje dvakrát naproti 
sobě

DpnI-DNA komplex



Restrikční endonukleasy



Restrikční endonukleasy

• Nukleasy – proteiny štěpící DNA

• Exonukleasy – štěpí DNA od konce

• Endonukleasy – štěpí DNA uvnitř řetězce

• Restrikční endonukleasy – štěpí DNA po vazbě na určité místo 
sekvence (často jde právě o palindrom)



Restrikční endonukleasy (RE)

• RE jsou enzymy bakteriálního původu

• Typicky existují v komplexu s methylasou, která methyluje vlastní DNA

• Slouží pro ochranu před bakteriofágy – štěpí fágovou DNA 
(nemethylovanou)

M



Název restrikčních endonukleas

EcoR I

Escherichia coli  kmen RY13 První popsaná restriktasa z E. coli

Např.: EcoRI – Escherichia coli RY13
BamHI – Bacillus amyloliquefaciens H
SacI – Streptomyces achromogenes
HindIII – Haemophilus influenzae Rd
SalI – Streptomyces albus G

• První písmeno rodového jména

• První dvě písmena druhového jména

• Další rozlišení (kmen, typ...)

• Pořadové číslo v daném organismu

Roberts RJ et al.: Nucleic Acids Research, 2003



Klasifikace RE

• Klasifikace podle místa štěpení a kofaktorů
• Typ I – proteinový komplex, náhodné místo štěpení

• Typ II – štěpí v definovaném místě v blízkosti rozpoznávané sekvence, 
Mg2+ ionty jako kofaktor

• Typ III – hydrolyzují ATP, specifické místo štěpení

• Typ IV – štěpí modifikovanou DNA (např. methylovanou)

• Existuje větší množství podtypů



Štěpení – tvorba konců na DNA

• RE typicky štěpí obě vlákna DNA ve stejném místě sekvence

• V závislosti na pozici štěpení mohou vznikat:
• 5’ převislé konce (5’ overhangs)

• 3’ převislé konce (3’ overhangs)

• Tupé konce (blunt ends)

BsiWI

C G T A C G

G C A T G C

5’

3’ 5’

3’ T T T A A A

A A A T T T 5’

3’5’

3’

G T A C G

C

5’

3’ 5’

3’

C

G C A T G

5’

3’ 5’

3’

G C A T G C

C G T A C G 5’

3’5’

3’

SphI DraI

C

G T A C G 5’

3’5’

3’

G C A T G

C 5’

3’5’

3’
T T T

A A A 5’

3’5’

3’

A A A

T T T 5’

3’5’

3’



Schizomery

• Isoschizomery – dvě RE, které rozpoznávají stejnou sekvenci

• Neoschizomery – rozpoznávají stejnou sekvenci, avšak štěpí ji různě

AatII: GACGTC

ZraI: GACGTC 

HpaII: CCGG 

MspI: CCGG



Využití restrikčních endonukleas

• Charakterizace fágové DNA

• Tvorba velikostních standardů DNA

• Analýza DNA – mutace, množství kopií genů

• Příprava DNA pro sekvenaci a další analýzy

• Modifikace DNA (klonování) – tvorba GMO
ThermoFisher Scientific

Naštěpená fágová DNA sloužící 
jako velikostní standardy pro 

DNA elektroforézu



Databáze restrikčních endonukleas

• Typicky spravované výrobci restrikčních endonukleas
• Pozor: Mohou obsahovat jen enzymy daného výrobce !

• Obsahují název, rozpoznávané místo, způsob štěpení a další informace

• Často včetně nástrojů pro analýzu a vyhledávání

Příklady:

• New England Biolabs (NEB)

• REBASE (spravováno NEB)

• ThermoFisher Scientific

• a další



REBASE

• Nejobsáhlejší („kompletní“) databáze restrikčních enzymů

http://rebase.neb.com/



REBASE
• Enzymy podle typů, rozpoznávaných sekvencí, ...



REBASE – příklad záznamu



New England Biolabs – Restrikční enzymy

• Dodavatel řady RE

• Užitečné nástroje na webových stránkách



New England Biolabs – NEBcutter

• Tvorba restrikčních map

• Detailní analýza restrikčních míst

Restrikční mapa plazmidu



Primery



Replikace DNA

• Aby se mohla buňka dělit, je nutné vytvořit kopii její DNA

• Podobně je nutné zkopírovat i DNA případných organel 
(mitochondrie, plastidy)

• Celý proces je komplexní, vyžaduje přísun 
stavebního materiálu, energie a podílí se 
na něm řada enzymů

https://www.healthcanal.com/



Replikace DNA

• DNA je dvouvláknová – je nutno ji „rozplést“

• Na základě párování bází je ke každému vláknu doplněno vlákno 
komplementární

• Syntéza nového vlákna probíhá VŽDY ve směru 5’→3’. To znamená, že:
• Jedno vlákno je syntetizováno nepřetržitě

• Druhé vlákno je syntetizováno „v protisměru“ po krátkých úsecích 
(tzv. Okazakiho fragmenty)

• Syntéza každého úseku DNA začíná krátkým oligonukleotidem zvaným 
PRIMER



Replikace DNA – Schéma

Počátek 
replikace 

(ori)

5’

3’

5’

3’

5’

3’

5’

3’

Směr replikace

Směr prodlužování vlákna

Směr prodlužování vlákna

Původní vlákno DNA Nové vlákno DNA Nukleotid

5’ 3’

Primer
Chromozom/Plazmid



Replikace DNA

• Na procesu se podílí 
řada proteinů:
• DNA polymerasa

• Primasa

• Ligasa

• Topoisomerasa

• „Svorky“

• Replikační faktory

• ...

http://mpmp.huji.ac.il/maps/dnareplication.html



Polymerázová řetězová reakce (PCR)

• Replikace DNA in vitro (ve zkumavce)

• Využívá DNA polymerasu z termofilních organismů – je stabilní a 

aktivní při vysoké teplotě

• Je založena na vícenásobném opakování cyklu:

• Rozvolnění DNA (denaturing)

• Nasednutí primerů (annealing)

• Syntéza komplementárního vlákna (extending)



Polymerázová řetězová reakce

Vstupní (templátová) DNA
Tepelná 

denaturace

Nasednutí 
primerů

(annealing)

Syntéza DNA 
(extending)

95°C

45-60°C

72°C



Polymerázová řetězová reakce

• Počet molekul DNA vzrůstá (teoreticky) s druhou mocninou

• Po prvním cyklu – 2 molekuly

• Po druhém cyklu – 4 molekuly

• Po třetím cyklu – 8 molekul

• ...

• Po 25. cyklu – 33,5 mil. molekul

• Po n-tém cyklu – 2n molekul

1

Rodriguez-Lazaro D. 2013



Komponenty PCR

• Templátová DNA

• Termostabilní DNA polymerasa

• Primery – krátké DNA nebo RNA oligonukleotidy

• Deoxynukleotidtrifosfáty (dNTP) – stavební materiál a zároveň zdroj energie

• Mg2+ ionty – kofaktory pro enzymy

• Vhodné prostředí – pH, iontová síla



Tvorba primerů v organismu

• Organismy používají RNA primery

• Syntetizovány DNA-dependentní-RNA-polymerasou (primasou)

• Pozice primerů (a tedy jejich sekvence) není striktně dána 

• Během replikace jsou následně 
odbourány a nahrazeny DNA

Lidská primasa (PDB ID 4RR2)



Umělá syntéza primerů

• Syntetické primery je možno vytvořit jako RNA i DNA primery

• DNA primery jsou stabilnější a používají se častěji

• Syntetické primery lze použít k:
• Replikaci DNA in vitro

• Vložení mutace do DNA – substituce, delece, inzerce

• Vložení nestandardní báze – např. značené (fluorescenčně, izotopově)



Design primeru

• Syntetické primery mají definovanou sekvenci

• Konkrétní sekvence primeru je závislá na účelu použití

• Nejjednodušší aplikace – tvorba kopií žádaného úseku DNA
• Primery jsou zcela komplementární k začátku a konci sekvence

• Tzn. primery mají stejnou sekvenci jako vlákno v orientaci 5’→3’

• Pro speciální aplikace se může sekvence primeru a DNA lišit !



Parametry primeru

• U každého primeru (resp. každého oligonukleotidu) lze definovat 
několik parametrů

• Parametry jsou dané zejména sekvencí primeru (a částečně podmínkami 
prostředí)

• Patří sem:
• Délka primeru (počet bazí/nukleotidů)

• Obsah guaninu a cytosinu (G+C) v sekvenci primeru

• Teplota „tání“ (Tm)

• Tendence k tvorbě sekundárních struktur

• Specifita nasednutí



Délka primeru

• Délka primeru má vliv na ostatní parametry (Tm, specifita)

• Běžné primery mají délku 17-28 bp (base pairs = párů bazí) 

• Krátké primery mají nižší specifitu (viz dále), jsou „univerzálnější“

• Dlouhé primery (až 40+ bp) se používají zejména pro cílené 
modifikace DNA



Obsah G+C bází v primeru
• Typické primery jsou tvořeny čtyřmi základními bázemi 

(A, C, G, T pro DNA, příp. A, C, G, U pro RNA)

• Vzhledem k tomu, že při kanonickém párování se guanin vždy páruje s 
cytosinem, obsah G+C v primeru (jednom vláknu DNA) odpovídá i obsahu 
G+C ve dvouvláknové DNA 

• Logicky pak platí, že 

(obsah G+C [%]) = 100 – (obsah A+T [%])

• Vyšší obsah G+C znamená vyšší stabilitu při párování bází



Teplota tání primeru

• Každý oligonukleotid (tedy i primer) je schopen 

se párovat se svým komplementárním vláknem 

(tvoří tzv. duplex)

• Stabilita duplexu je závislá na délce primeru, 

sekvenci (obsahu G+C), teplotě a iontové síle 

prostředí

• Stabilita klesá s rostoucí teplotou – duplex se 

snáze rozpadá

• Teplota tání primeru (Tm) je teplota, při níž je 

právě polovina molekul primeru volná a 

polovina vázaná v duplexu

Upraveno z www.khanacademy.org

0,5

Tm



Teplota tání primeru

• Tm lze stanovit experimentálně, častěji je však odhadována výpočtem

• Pro určení Tm se používají různé vzorce. Např.

Tm [°C] =
H0

S0 + R x ln cP

– 273,15

kde H0 je entalpie tání, S0 je entropie tání, R je molární plynová konstanta, cP je koncentrace primeru

kde Tm je teplota tání dle předchozího vztahu, fgc je zastoupení G+C bází, m je koncentrace monovalentních iontů

Výpočet může zahrnovat také efekt iontové síly roztoku. Např.



Teplota tání primeru

• V rámci PCR je nutné aby primery opakovaně nasedaly na 
templátovou DNA

• Typická Tm používaných primerů se pohybuje v rozmezí 50 – 65°C 

• Zároveň je potřeba, aby se oba použité primery chovaly podobně –
fungují zároveň v jedné reakční směsi

• Rozdíl Tm obou primerů by měl být ideálně menší než 2°C



Sekundární struktury primeru

• Jako každá nukleová kyselina, i primery mohou tvořit sekundární 

struktury

• V případě primerů jsme schopni rozlišit:

• Vlásenky

• Dimery

• Pro účely PCR je tvorba sekundárních struktur u primeru nežádoucí

• Při analýze sekundárních struktur nás obvykle zajímá ta nejstabilnější



Sekundární struktury – dimerizace

• Pokud se v rámci primeru nachází vzájemně komplementární 
sekvence (v podstatě obsahují palindrom), mohou molekuly tvořit 
tzv. homodimer

• Stabilita dimeru je dána teplotou tání komplementárního úseku

• V extrémním případě může dimer tvořit celý primer

• Úseky kratší než 4 nukleotidy jsou málo stabilní

CCGATTAAATCTCGGAT

TAGGCTCTAAATTAGCC

5’

3’ 5’

3’CCGATCAAATCACAGGT

TGGACACTAAACTAGCC

5’

3’ 5’

3’



Sekundární struktury – dimerizace

• Při PCR používáme typicky dvojici primerů. Pokud jsou navzájem 
komplementární části v jednom a druhém z nich, mohou tvořit tzv. 
heterodimer

• Pro stabilitu heterodimeru platí totéž, co pro homodimer.

• Někdy může vznikat několik různých dimerů

CCGATCAAATCACAGGT

TAGGCTCTAAATTAGCA

5’

3’ 5’

3’

Primer A

Primer B

CCGATCAAATCACAGGT

TAGGCTCTAAATTAGCA 5’

3’5’

3’

Primer A

Primer B



Sekundární struktury – vlásenky

• Pokud se vzájemně komplementární sekvence v rámci primeru
nachází ve vhodné orientaci (nepřekrývají se), mohou molekuly tvořit 
vlásenky

• Stabilita vlásenek je dána teplotou tání komplementárního úseku a 
velikostí vlásenky

• Příliš malé (< 3 nt) a příliš velké vlásenky nejsou příliš stabilní

CCGA

TAGGCT

T

CCGATTAAATCTCGGAT
A

C

T

A
A

T

5’ 3’
5’

3’



Sekundární struktury

• Tvorba sekundárních struktur DNA je vratná – systém se nachází 
v rovnováze, zastoupení sekundární struktury závisí na podmínkách

• Sekundární struktury brání nasedání primeru na templátovou DNA

• Obzvláště nevhodná je tvorba sekundárních struktur na 3’ konci 
primeru – blokují prodlužování primeru = syntéza DNA neprobíhá

5’ 3’
OK ✓

5’ 3’ STOP 5’ 3’ možná ?



Specifita primeru

• Primer většinou cílíme na konkrétní místo na DNA

• Templátová DNA je většinou výrazně delší než cílová sekvence

• Sekvence je volena tak, aby možnost nasednutí na jiné než požadované 
místo byla co nejmenší
• Prodloužení primeru zvyšuje specifitu

• Posun cílové sekvence primeru vpřed/vzad, je-li to možné

• Snaha nezařazovat na 3 konec G+C bohatou sekvenci

• Pokud je známa sekvence vstupní DNA (plazmid, genom), je vhodné 
otestovat možná místa „falešného nasedání primeru“ (false priming sites)



Specifita primeru – false priming sites

• Nasednutí na nežádoucí místa snižuje množství primerů pro 
požadovanou reakci

• V případě nežádoucího nasednutí dvou primerů v blízké oblasti může 
dojít k tvorbě nežádoucích produktů

Cílová místa

Místa chybného nasednutí

Možný nežádoucí produkt PCR

Chtěný produkt PCR

Primery

Templátová DNA



Design primeru – obecné parametry

Optimální parametry pro namnožení kopií požadovaného úseku DNA

• Délka primeru: 17 – 28 bp

• Obsah G+C: 40 – 60 %

• Teplota tání Tm jednotlivých primerů: 50 – 65°C 

• Rozdíl Tm levého a pravého primeru: < 2°C

• Sekundární struktury na 3’ konci: žádné

• Sekundární struktury: žádné nebo nestabilní

• Možná místa chybného nasedání: žádná



Design primeru – namnožení úseku

Potřebujeme-li namnožit konkrétní úsek DNA (např. gen):

• Začátek a konec sekvence je striktně daný – pozici primerů lze měnit 
jen omezeně

• Špatné nasednutí primerů není žádoucí 
ale nemusí být kritické – případné nežádoucí 
produkty lze často odseparovat

...TTCCCCCGCGGATGCCTACCGCTCGGGGAACATCGACATCTCTGTGTTCTTCCAAGCTAGCGGCGTCTCCTTGCAGCAGTTGGTCCATCACGGTTGGATGAATGGATCTCCGGCAC...

...AAGGGGGCGCCTACGGATGGCGAGCCCCTTGTAGCTGTAGAGACACAAGAAGGTTCGATCGCCGCAGAGGAACGTCGTCAACCAGGTAGTGCCAACCTACTTACCTAGAGGCCGTG...

Cílový úsek
Možný rozsah pozic levého primeru

Možný rozsah pozic pravého primeru

Žádaný produkt

Nežádoucí produkty



Design primeru – detekce genu

Je-li cílem určit, zda je či není přítomen gen (varianta genu):

• Primery mohou nasedat jak uvnitř genu tak vně – velká variabilita

• Možné nežádoucí produkty jsou rizikové –
možnost falešně pozitivních výsledků

Žádaný produkt

Žádaný produkt ?
Nežádoucí produkt ?

...TTCCCCCGCGGATGCCTACCGCTCGGGGAACATCGACATCTCTGTGTTCTTCCAAGCTAGCGGCGTCTCCTTGCAGCAGTTGGTCCATCACGGTTGGATGAATGGATCTCCGGCAC...

...AAGGGGGCGCCTACGGATGGCGAGCCCCTTGTAGCTGTAGAGACACAAGAAGGTTCGATCGCCGCAGAGGAACGTCGTCAACCAGGTAGTGCCAACCTACTTACCTAGAGGCCGTG...

Detekovaný gen
Možný rozsah pozic levého primeru

Možný rozsah pozic pravého primeru



Možnosti modifikace primerů – aplikace

Velké množství různých aplikací. Např.:

• Sekvenace DNA – použití jediného primeru

• Mutageneze – použití primeru se změněnou sekvencí

• Modifikace množené DNA – primery z několika částí z nichž jedna je 
komplementární k templátové DNA, zatímco zbytek má jinou funkci 
(např. usnadňuje vložení namnoženého genu do cílové molekuly DNA 
nebo ukotvení na povrch)



Sekvenace nukleových kyselin

Sangerova sekvenace

• Zavedena 1977

• PCR syntéza řetězce DNA 
s náhodným vložením 
značených dideoxynukleotidů

• Separace produktů pomocí 
gelové elektroforézy



Mutageneze pomocí PCR
Dvojice primerů s vloženou mutací + plazmid nesoucí cílovou sekvenci

atd.
atd.

Původní 
sekvence

Plazmid

Primer
s mutací

Heteroduplex

Mutace

Denaturace Replikace

Denaturace

Replikace



Modifikace DNA – schéma klonování

www.thermofisher.com

1. Primery obsahují kromě 
komplementární sekvence ještě 
sekvenci pro restrikční enzym

2. Vložení restrikčních míst na okraj 
genu pomocí PCR

3. Upravený plazmid (vektor) se 
stejnými restrikčními místy

4. Štěpení produktu PCR a cílového 
plazmidu pomocí restrikčních 
endonukleas

5. Smíchání naštěpených molekul 
DNA

6. Spojení (ligace) plazmidu a genu

2

4

3

1

1

5

6



SW nástroje pro design primeru

• Navržení dobrých primerů je náročné – často se používají 
bioinformatické nástroje

• Placené – většinou součástí komplexních programů

• Omezeně dostupné (registrace)

• Volně dostupné – poměrně velké množství, různé aplikace



Oligo Analysis

• Jednoduchá analýza základních parametrů oligonukleotidů (primerů)

https://www.eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/oligo-analysis/

Velikost

G+C obsah

Tm

Homodimer



Primer 3

• Velké množství nastavitelných parametrů pro návrh primerů

http://bioinfo.ut.ee/primer3/



Primer 3

• Automatický návrh primerů

• Možnost zadat vlastní primer a 
dohledat k němu druhý

• Jednoduchý výstup



Primer-BLAST
• Jednoduché rozhraní 

• Lze využít pro návrh primerů (využívá postupy Primeru 3), ale též pro 
kontrolu špatného nasedání vlastních primerů

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi

Vložení sekvence



Primer-BLAST: Specifita primeru

Specifikace 
organismu

Výběr databáze 
pro kontrolu 

falešného 
nasedání



Primer-BLAST: Specifita primeru

Program detekuje i nedokonalé nasednutí

Základní charakterizace navržených (nebo vložených) primerů



SW nástroje – plusy a mínusy

• Výhody: 
• Usnadnění návrhu primerů

• Často minimální nároky na znalost uživatele

• U některých propojení s komerční firmou – možnost objednat syntézu

• Nevýhody:
• Pro některé cíle automatický design selhává

• Použití bez znalostí parametrů může vést k chybám



Závěrem

• Hledání restrikčních míst i design primerů je možný manuálně, ale 
SW nástroje práci významně usnadňují

• Využití těchto postupů je velmi široké a nové aplikace se objevují 
každý rok

• Pochopení principů těchto technik 
je vysoce žádoucí pro každého pracovníka 
v oblasti biochemie a molekulární biologie


