
• iskanje zaporedij v GenBank, razlike med zaporedji cDNA in 
genomskim zaporedjem, EST kloni;

• nukleotidno zaporedje in komplementarno zaporedje; format 
zaporedij (FASTA); vzorci v nukleotidnih zaporedjih; restrikcijske 
endonukleaze‐ prepoznavna mesta; restrikcijske karte;

• genski kod, okviri prevajanja (+1, +2, +3, ‐1, ‐2, ‐3) in identifikacija 
odprtih bralnih okvirjev; uporaba genskega koda; razlike med 
organizmi; optimizacija zaporedij za izražanje v različnih gostiteljih;

• načrtovanje začetnih oligonukleotidov za verižno reakcijo s 
polimerazo; izračun Tm;

• napoved struktur RNA;
• plazmidne mape.

NUKLEINSKE KISLINE
zaporedja, analize





LASTNOSTI DVOJNEGA HELIKSA

KOMPLEMENTARNOST BAZ
pomembna pri prenosu genetske 
informacije

Osnova HIBRIDIZACIJE‐ pomembna metoda 
za detekcijo specifičnih koščkov DNA: 
Southern, Northern blotanje; Genski čipi 
(mikromreže); PCR



NUKLEINSKE KISLINE

5’konec

3’konec
3’,5’‐ fosfodiestrska vez

invarianten del

variabilen delRNA DNA



Predstavitev nukleinskih kislin

• Enočrkovni simboli: A, C, G, T
• Predstavitev negotovosti na posameznem mestu:

zaradi napake ali dejansko obstaja več možnosti 
(različne variante zaporedij, prepoznavna mesta za 
transkripcijske faktorje, restrikcijske endonukleaze, itn.)



SHEMATSKA PREDSTAVITEV

Zaporedje nukleinskih kislin zapisujemo od 5’ proti 3’ koncu!
Oligonukleotid:TGCAT

>gi|14270147|emb|AL365230.8| Human DNA sequence from clone RP11-384G23 
on chromosome 13, complete sequence
CTTCCTTAATTAGAGCTTCAGTCCTGAGTAAATCTAGGCAGTAAATAGGCCTTGGGCTTAAAATAATTTT
TTTTCCTATTGTGTAACAATAAGAGAATTCATAGATTAGATATTTGTGGGTTGTATGCACTCTGCCTTGG
GTGAAAGTCAGGACAACCCTAGCTATTGCCATGATCCAGGGTCCTAGGTGATGGCTCTCTTCTTTAGGGG
CAGTATTTGAGGTCAGAATATAAAGAAAGGGCAAAAGGAATAAAATAAAATTAGTCCCAAACAATTGTAC
AAATAACCCCAAATATGGTGGTGTTTTGTCCTCTTCAAACTGAGTATAAGTTAACACCTTCACTGTGGTA
GAACTGGAAACTTCTGAGCTCAGATCAAAGTTTCCCAAGGAGTGTCAAAATGCAATATAACTTATTGGGA
TTTCTAAAATTAGCTTTCAGTTGATAGTTGTTAAAATAAAGACCCTAGTTCTTGGTCCAACTAGTGGGTT
ATCTCTTTACATTGAAGATCCTATTTTTATTCTACCTCAGCCTTCATAATTAAAATTCTTTCAACAGATT
TGCAAAGTATACCCATAAATATAAAATAATGTGATGGAATAATTAAGTCATACTTTGAAAAAACAGTATT
ATGAATCCAATGTATAGACAGTAAATAAGCCAATAACTTAAACTCAACTAGAACATTAATTAGAATATAA
ACCTTTGCTAAAAACAATAGATAACATTTATTGGGCACTACTTTGCATCTAACACTATGTTAGATGTCTT
ACATCTTAATGTGTGTTACTACCACACATTAATCCTGTGTGATAGTAACTTTTTTATCCCCATTACATAG
ATAAATAAACGGAGACTTATAGAATGTCTTAGTCCATTCCTGGTGCTATAACAAAGTACCCTAGACTGGG
TAATTTATAATCAACAAAAATCTATTGCTCACAGTTCTGGAGGCTGGGAAGTCCAAGATCAAGGCACCAC



IUPAC nomenklatura

Vir: Wikipedia



Signali za transkripcijo in translacijo
(prokarionti)

Signali za transkripcijo: promotorsko področje, začetek transkripcije, konec 
transkripcije (terminator), drugi regulacijski elementi (represorji, 
enhancerji).
Signali za translacijo: mesto vezave na ribosom, startni kodon, genski kod, 
stop kodon.

Vir: http://www.discoveryandinnovation.com/BIOL202









araB  UUUGGAUGGAGUGAAACGAUGGCGAUU 
galE     AGCCUAAUGGAGCGAAUUAUGAGAGUU 
lacI     CAAUUCAGGGUGGUGAUUGUGAAACCA 
lacZ     UUCACACAGGAAACAGCUAUGACCAUG 
Q  fagna replikaza  UAACUAAGGAUGAAAUGCAUGUCUAAG 
X174 fagni A protein  AAUCUUGGAGGCUUUUUUAUGGUUCGU 
R17 fagni plaščni protein UCAACCGGGGUUUGAAGCAUGGCUUCU 
ribosomalni protein S12  AAAACCAGGAGCUAUUUAAUGGCAACA 
ribosomalni protein L10  CUACCAGGAGCAAAGCUAAUGGCUUUA 
trpE     CAAAAUUAGAGAAUAACAAUGCAAACA 
trpL     GUAAAAAGGGUAUCGACAAUGAAAGCA 
 
3’-konec 16S rRNA    3’-AUUCCUCCACUAG- 5’ 

STARTNI KODON
SHINE-DALGARNOVO
ZAPOREDJE

5'-mRNA-3'



E. coli terminator



CEPITEV DNA IN RNA Z NUKLEAZAMI

NUKLEAZE
•katalizirajo hidrolizo fosfodiestrske vezi
•razgradnja nukleinskih kislin kot del normalnega celičnega 

delovanja

Deoksiribonukleaze  DNaze
Ribonukleaze RNaze

Eksonukleaze cepijo s koncev
5'‐eksonukleaze, 3'‐eksonukleaze

Endonukleaze cepijo znotraj verige

Tip a, tip b glede na to, kje cepijo fosfodiestrsko 
vez

Restrikcijske endonukleaze koristno orodje v molekularni 
biologiji; specifično 
prepoznajo 4‐6 nukleotidov v 
zaporedju



Encim Substrat Tip Specifičnost

Standardne nukleaze
Fosfodiesteraza iz klopotače DNA,RNA ekso (a) s 3' konca, ni
Fosfodiesteraza iz vranice DNA,RNA ekso (b) s 5' konca, ni
Ribonukleaza A iz treb. slinavke        RNA endo (b) pirimidin na 3' strani
Vranična DNaza DNA endo (b) ni

Restrikcijske endonukleaze
EcoRI DNA endo (a) GAATTC
BalI DNA endo (a) TGGCCA
TaqI DNA endo (a) TCGA
HinfI DNA endo (a) GANTC   

s krepkim označeno 
mesto cepitve   



Pankreasna ribonukleaza (RNaza): tip b. Endonukleaza, cepi za 
pirimidinskimi bazami. V endoplazemskem retikulumu, transportiran 
tudi v črevesje, kjer sodeluje pri prebavi hrane.

RNaza



RESTRIKCIJSKE ENDONUKLEAZE

• izjemno uporabni encimi
• endonukleaze
• pri bakterijah obramba pred vdorom tuje DNA
• prepoznajo 4‐6 nukleotidov dolgo zaporedje in cepijo to ali v 

bližini tega mesta
• prepoznavno mesto ima 2‐kratno os simetrije
• po cepitvi nastanejo “topi“ ali “lepljivi“ konci
• EcoRI je prvi znani restrikcijski encim iz E. coli (sev RI)

5'...G-A-A-T-T-C...3'
3'...C-T-T-A-A-G...5'

5'...G
3'...C-T-T-A-A

A-A-T-T-C...3'
G...5'

EcoRI

2 H2O

+



• prepoznavna mesta so palindromi
Npr. PERICA REŽE RACI REP

Vir: http://www.eplantscience.com



EcoRI Vir: Wikipedia



mali 
žleb

veliki
žleb

mali
žlebglikozidna 

vez

glikozidna 
vez

veliki
žleb

radij heliksa





The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1978

Werner Arber

Daniel Nathans

Hamilton O. Smith
"for the discovery of restriction enzymes and their application to 
problems of molecular genetics"

"Their research opens up the possibility to copy human beings in 
the laboratory, to construct geniuses, to massproduce workers, or 
to create criminals." This is a quotation from the presentation on 
Swedish television of this year's laureates in medicine. 

Dr. Arber, Dr. Nathans, Dr. Smith: The discovery of restriction 
enzymes started off an avalanche in molecular genetics. Their 
application made possible the detailed chemical analysis of the 
organisation of the genetic material, and this has in particular in 
higher organisms given unexpected but far reaching results. At long 
last we are in a position to tackle successfully the basic problem of 
cell differentiation. Your work has pioneered this development. 



RESTRIKCIJSKE ENDONUKLEAZE
izredno uporabne za klonirnje DNA 

v molekularni biologiji







RESTRIKCIJSKA ANALIZA
mapiranje DNA

Katera prepoznavna mesta prisotna
Katera nastopajo le enkrat ali nekajkrat

pUC19

bakteriofag 



RESTRIKCIJSKA ANALIZA
iskanje prstnega odtisa “fingerprinting“
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

cepitev kromosomske DNA
B. bronchiseptica izolatov s HinfI 
Sacco RE et al. (2000) J Clin Microbiol 38, 4387‐4394



ODPRT BRALNI OKVIR
(ang. open reading frame, ORF)

Del nukleotidnega zaporedja, ki kodira 
protein in ne vsebuje stop kododnov 
(nukleotidno zaporedje med začetnim in 
stop kodonom).





GENETSKI KOD

LASTNOSTI
1. Triplet: tri baze na mRNA določajo 1 

aminokislino
2. Neprekrivajoč: zaporedje treh baz 

kot celota (KODON). En kodon se 
uporabi za en korak pri translaciji

3. Ni ločil: med kodoni ni baz, ki bi 
ločevale kodo (pik, vejic)

4. Degeneriran: ena aminokislina ima 
lahko več kodonov

5. Univerzalni: isti kod se uporablja pri 
vseh organizmih. Izjeme so 
mitohondriji in nekatere alge

neprekrivajoč

prekrivajoč

neprekinjen

prekinjen



Dr. Holley, Dr. Khorana, Dr. Nirenberg. At the end of his Nobel 
lecture, Edward Tatum in 1958 looked into his crystal ball and tried to 
predict some of the future developments in molecular biology. He 
suggested among other things that the solution of the genetic code 
might come during the lifetime of at least some of the members of his 
audience. This appeared to be a bold prophecy at that time. In 
reality it took less than three years before the first letters of the 
code were deciphered and, because of the ingenuity of you three, 
the nature of the code and much of its function in protein synthesis 
were known within less than eight years. Together you have written 
the most exciting chapter in modern biology. 

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1968

Robert W. Holley
Har Gobind Khorana
Marshall W. Nirenberg
"for their interpretation of the genetic code and its function in protein 
synthesis"



LASTNOSTI GENETSKEGA KODA
• vse aminokisline več kodonov, razen Trp in Met po enega
• trije STOP kodoni: UGA, UAG, UAA
• kodoni, ki določajo isto aminokislino podobni v zaporedju
• 2. baza pirimidin‐ običajno nepolarna aminokislina
• 2. baza purin‐ običajno polarna aminokislina
• pri degeneriranosti običajno prvi dve bazi enaki, tretja drugačna



Vendar... nekatere izjeme









Optimalni kodoni v organizmih, ki hitro rastejo (npr. mikroorganizmi E. coli ali S.
cerevisiae) odražajo tRNA sestavo. Optimalni kodoni omogočajo hitrejšo translacijo
in večjo točnost. Pri genih, ki se izražajo več, je zvišana selekcija na nivoju
translacije.

Pri organizmih, ki počasi rastejo (npr. človek) takšne optimizacije na nivoju kodonov
ni.



RAZVITJE DVOJNEGA HELIKSA OMOGOČAJO
proteini
toplota, kisline, baze, denaturanti

Segrevanje raztopine DNA do 800C ("taljenje") ‐ UV absorbcija naraste za 30‐40% 
Hiperkromni efekt odraža razvitje dvojnega heliksa DNA
Vzporedno pakirani bazni pari v nativni DNA absorbirajo manj svetlobe 
Če ponovno znižamo temperaturo, se tudi absorbanca zmanjša‐ ponovno pakiranje baznih 
parov ("renaturacija, prileganje").
Osnova HIBRIDIZACIJE‐ pomembna metoda za detekcijo specifičnih koščkov DNA: Southern, 
Northern blotanje; Genski čipi (mikromreže); PCR

Temperatura (deg C)

Ab
so
rb
an
ca
 (2

60
 n
m
)



VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO
ang. polymerase chain reaction, PCR

Uporaba:
• Priprava DNA fragmentov za kloniranje
• Detekcija DNA v vzorcih
• Določanje zaporedij
• Uvedba točkovnih mutacij

Poteka v ciklih:
Denaturacija: 94 °C
Hibridizacija: prileganje oligonukleotidov na 

matrično DNA (tipično 45‐60 °C)
Polimerizacija: podaljševanje začetnega 

oligonukleotida (72 °C)



NAČRTOVANJE ZAČETNIH OLIGONUKLEOTIDOV

1. Iskanje ustreznih mest na DNA (dolžina fragmenta, kaj želiš pomnožiti)
2. Poravnavanje zaporedij in priprava optimalne poravnave (ang. alignment)
3. Iskanje ohranjenih delov



Tm = 4 °C x (število G in C v oligonukleotidu) + 2 °C x (število A in T v oligonukleotidu)

Izračun Tm
Za kratke oligonukleotide, < 14 nukleotidov, v prisotnosti 50 mM soli

Za daljše oligonukleotide (N je dolžina oligonukleotida)

Tm = 64.9 °C + 41 °C x (število G in C v oligonukleotidu – 16.4)/N

Za daljše oligonukleotide ob upoštevanju koncentracije soli

Tm = 81.5 °C + 16.6 °C x (log10[Na+] + [K+]) + 0.41 °C x (%GC) – 675/N

Ključno: izbira optimalnih začetnih oligonukleotidov (ang. primer):
• Dolžina okoli 20 nukleotidov
• Tm okoli 55‐75 °C
• Brez neželenih sekundarnih struktur
• Specifičnost samo za izbrano DNA
• Zadnji nukleotid G ali C
• Nekomplementarnost samemu sebi 

ali drugemu oligonukleotidu

https://bioweb.uwlax.edu/GenWeb/Molecular/seq_
anal/primer_design/primer_design.htm



3D STRUKTURA RNA

Razlike med DNA in RNA
‐riboza namesto deoksiriboze: zato je RNA manj stabilna in se 
hitreje razgradi. Ker je DNA bolj stabilna je nosilec genetske 
informacije.

‐uracil namesti timina

DNA je zvita v dvojni heliks (sekundarna struktura)
RNA je zvita v nekaj različnih strukturnih elementov, ki so 
razmeščeni preko celotnega zaporedja:

Lasnice
Povežejo komplementarne regije “stem‐loop” strukture

Desno sučno dvojni heliksi
Posledica interakcij med deli zaporedja. Analogno kot pri DNA. 
Antiparalelen heliks. Interakcije iste kot pri DNA. Parjenje baz A::U, C:::G.
Interne zanke in izbokline
strukturni elementi, ki prekinejo dele z dvojnim heliksom



lasnica

kompleksne interakcije med 
nukleotidi, ki so oddaljeni v 
zaporedju
(stabilizirane z vodikovimi vezmi 
in kovinskimi ioni, npr. Mg2+)

lasnica

interna
zanka

izboklina

heliks



kvasna fenilalanin tRNA

ONCP

H. Shi and P.B.Moore, RNA 6: pp. 1091, 2000



Ribosomalna RNA‐ rRNA

• Ribosomi: velika in mala podenota
• rRNA molekule: do 2/3 ribosoma, proteini 1/3
• Komplementarnost znotraj verige omogoča obsežno
parjenje baz

• Ohranjena sekundarna zgradba, ne pa zaporedje
• Pri vseh organizmih podobna prostorska zgradba in 
funkcija rRNA ‐ se morata ohranjati zaradi 
funkcionalnosti

• rRNA dober marker za ugotavljanje filogenetskih odnosov



E.coli arheja kvasovka





proteini
rRNA


