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Nukleotidy 
• 3 složky 

– dusík obsahující báze (purin či pyrimidin) 

– pentosa 

– fosfát 



Fosfodiesterová vazba. 

Vyskytuje se mezi následnými nukleotidy v NK. 

Stejná u DNA i RNA. 

5´- fosfátová  skupina jednoho nukleotidu se 

váže ke 3´hydroxylové skupině dalšího 

nukleotidu.  

 

Konvence: struktura jednoho řetězce NK je 

psána s 5´koncem vlevo a 3´koncem vpravo. 

 

Vzniká tak páteř DNA, tvořená fosfátovými 

a pentosovými zbytky – dusíkaté báze 

jsou napojeny jako postranní řetězce.  

 

Fosfátová skupina je negativně nabitá 





Názvosloví 



Určování sekvence DNA 

• Existují dva odlišné principy sekvenace  
– chemická metoda (Maxam-Gilbertova) 

• používají se fragmenty DNA terminálně značené pomocí 32P, 
které jsou vystaveny působení chemických činidel, štěpících 
specificky pouze za jedním nebo dvěma nukleotidy. Metoda 
je založena na schopnosti hydrazinu, dimethyl sulfátu (DMS) 
a kyseliny mravenčí specificky modifikovat různé báze 
v molekule DNA. Poté je přidán piperidin, který katalyzuje 
štěpení řetězců v místech obsahujících tyto modifikované 
báze. Za specifitu je tedy zodpovědná první (modifikační) 
reakce. Pro dobrý výsledek sekvenování je nutné zajistit 
takové reakční podmínky, aby bylo modifikováno pouze 
nízké procento příslušných bází. Druhá, degradační reakce 
musí naopak být zcela kvantitativní  



Určování sekvence DNA 
• dideoxy metoda (Sangerova) – enzymová 

– metoda využívá DNA polymerasu pro vytvoření komplementární kopie jednořetězcového 
templátu 

– založena na schopnosti DNA polymerasy používat 2´, 3´-dideoxynukleosid trifosfáty 
(ddNTP) jako substráty. Je-li takováto modifikovaná báze inkorporována do rostoucího 
řetězce, dojde k zastavení jeho syntézy, neboť takový řetězec postrádá terminální 3´-
hydroxylovou skupinu 

– DNA polymerasa nemůže iniciovat polymeraci bez přítomnosti primeru z jehož 3´ konce 
pokračuje elongace. Primer po připojení ke komplementární části templátu vymezuje úsek, 
který bude sekvenován. Deoxynukleotidy jsou připojovány na základě komplementarity 
k templátu a řetězec je prodlužován tvorbou fosfodiesterové vazby mezi 3´ hydroxylovou 
skupinou a 5´ fosfátovou skupinou nově připojovaného deoxynukleotidu.  

– Aby byly vytvořeny čtyři sekvenační směsi ukončené specificky vždy v pozici jediného 
nukleotidu, je do těchto reakční směsí přidán vždy pouze jeden typ ddNTP. Poměr ddNTP 
a směsi všech čtyř dNTP je volen tak, aby jednotlivé podíly elongačních produktů byly 
ukončeny se stejnou pravděpodobností. Tímto způsobem vznikají ve čtyřech elongačních 
reakčních směsích podíly řetězců se stejným 5´koncem definovaným použitým primerem a 
s variabilním 3´ koncem, zakončeným specifickým dideoxynukleotidem. Tato metoda může 
být různě modifikována. Po zastavení sekvenační reakce jsou dvojřetězcové molekuly DNA 
denaturovány tak, aby došlo k oddělení templátu od značených vláken ukončených 
jednotlivými dideoxynukleotidy. Tyto fragmenty jsou pak elektroforeticky za denaturačních 
podmínek (vysoká teplota a přítomnost močoviny) rozděleny na polyakrylamidovém gelu  









PCR – polymerasová řetězová 

reakce 

• Polymerase Chain Reaction 

• REPLIKACE in vitro 

• specifické namnožení určitého úseku DNA 
i z komplexní směsi 

• DNA templát, termostabilní DNA 
polymerasa, nukleotidy, primery 
vymezující amplifikovaný úsek 



Amplifikace pomocí PCR 

 

 

Pro zajištění přesných teplotních režimů 

a snadnější průběh amplifikace se využívá  

programovatelných termocyklerů. 

 

 
  Vzorky se do termocykleru 

  vkládají v mikrozkumavkách  

  o obsahu 0,2ml. 

 

 

 

 

 

 

 

Doba trvání amplifikace: 2 - 3 hodiny 

[Thermocycler Biometra T-Gradient] 



Výhody a nevýhody PCR 

 

 

    Výhody 

+ nízká mez detekce  

+ možnost sériových analýz 

+ možnost analýz několika parametrů v jedné reakci (multiplex PCR) 

+ malé reakční objemy (nižší cena stanovení) 

+ možnost analýz potravinářských surovin i technologicky   

   opracovaných potravin 

    Nevýhody  
- nemožnost kvantifikace pomocí klasické metody PCR 

- některé sekvence podléhají patentovému zákonu (v běžné praxi  

  jsou nedostupné pro návrh primerů) 

- poměrně vysoká cena základního vybavení 

- malé reakční objemy (náročné na zkušenost experimentátora a  

   výběr vhodných podmínek reakce) 



Templát pro PCR 

• Stačí velmi malé množství, teoreticky 

jediná molekula 

• Netřeba izolovat tuto molekulu od jiných 

• Netřeba vysoká čistota vzorku 

=> 

• Krev, sliny, skvrny semene, vlas, hmyz v 

jantaru  

 



Aplikace 

• Zdravotnická diagnostika 

• „klonování“ 

• Forensní vědy 



Modifikace, odvozené techniky 

• Reverzní PCR 

• Multiplex PCR 

• Nested PCR 

• Kvantitativní kompetitivní PCR 

• Real time PCR 


