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Translace 

• “překlad” z jazyka nukleotidů do jazyka aminokyselin 

• dá se rozdělit na 5 kroků 
– aktivace aminokyslin 

– iniciace  

– elongace 

– terminace 

– sbalování a posttranslační modifikace 

• první kodon vždy Met, iniciátorová tRNA – pro Met 
– navázaná aminokyselina je následně formylovaná 

– váže se pouze do P místa ribosomu (ostatní do A místa)  







čtecí rámce ORF 

CCGTTAGCCTATTAGCCG 

CCGTTAGCCTATTAGCCG 

CCGTTAGCCTATTAGCCG 

ProLeuAlaTyr***Pro 

 Arg***ProIleSer 

 ValSerLeuLeuAla 





Aktivace aminokyselin 

• nutná aktivace aminokyselin – vazba na tRNA 

• vysoce specifické, zajišťuje správnost přepisu 

• AA + ATP  AA-AMP + PPi 

• AA-AMP + tRNA  AA-tRNA + AMP 





Iniciace 

• vazba iniciačních faktorů na 30S 
podjednotku 

• tvorba iniciačního komplexu – iniciační 
faktory, 30S podjednotka, fMet-tRNA, mRNA 

• vznik 70S iniciačního komplexu – 50S 
podjednotka asociuje s iniciačním 
komplexem 









Elongace 

• vazba AA-tRNA do A místa ribosomu, hydrolysa 
GTP na pomocném faktoru EF-Tu 

• tvorba peptidové vazby, přenos již vytvořeného 
peptidového řetězce na tRNA v A místě 

• uvolnění tRNA z P místa z ribozomu 

• přenos tRNA s navázaným peptidem do P místa, 
uvolnění A místa 

• regenerace faktoru EF-Tu 







Terminace 

• do A místa se dostane terminační kodon 

• terminační kodon je rozpoznán terminačním 
faktorem RF1 

• na tRNA v P místě se váže RF3 

• peptid je uvolněn od tRNA, hydrolysa GTP 

• oddělí se všechny terminační faktory, velká 
podjednotka a mRNA  









Sbalování a posttranslační modifikace 

• tvorba disulfidových můstků – fixace struktury 
• fosforylace AK – Ser, Thr, dočasné i trvalé 
• hydroxylace AK – Pro, Lys, v kolagenu 
• methylace AK – Lys 
• karboxylace, amidace, acetylace, adenylace 
• glykosylace –  N-glykosid – na Asn 
•         O-glykosid – na Ser, Thr, Tyr 
• odolnost proti proteolyse, zvýšení rozpustnosti, konformační stability, signální 

funkce 
• vznik příčných vazeb – amidové vazby Glu-Lys 
• limitovaná proteolysa – odštěpení N-konce, rozdělení na víc řetězců 
• připojení kofaktorů 
• spojování v nadmolekulové celky 





Regulace transkripce 



Ukázky regulace syntézy proteinů na různé úrovni 

regulace syntézy 

proteinů na úrovni 

regulace transkripce 



hexosová represe - lac operon 
pro přednostní využívání výhodnějších zdrojů energie 
represor tvoří v operátoru smyčku, přes kterou polymerasa nepřejde  





atenuace – Trp operon  

• využití spojení transkripce a translace u prokaryot 

• několik kodonů pro Trp za sebou 

• pokud je dost tryptofanu, tohle místo ribosom 
přejde, na mRNA se vytvoří terminační smyčka a RNA 
polymerasa se zastaví 

• pokud není dost tryptofanu, ribosom místo s kodony 
pro tryptofan nepřejde, vytvoří se jiný typ vlásenky a 
přepis pokračuje dál 







Určování sekvence DNA 

• Existuje několik odlišných principů 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  









Určování sekvence DNA 
• Pyrosekvenování 

- Podobně jako Sangerova založena na syntéze nového vlákna, ale liší se 

způsobem detekce (bez nutnosti elektroforézy) 

- DNA polymerasa, ATP sulfurylasa, luciferasa, apyrasa 

- Adenosinfosfosulfát, luciferin 

 

- Připojení nového nukleotidu polymerasou – uvolnění pyrofosfátu 

- ATP suflurylasa převede PP na ATP v přítomnosti adenosinfosfosulfátu 

- ATP se spotřebuje k oxidaci luciferinu na oxiluciferin, tvorba světla 

- Nespotřebované nukleotidy a ATP odbourá apyrasa 

- Další kolo cyklu 

 



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 


