BIOINFORMATIKA V PRAXI — CVICENI 4

DESIGN PRIMERU

PRIMERY A JEJICH VYZNAM V MOLEKULARNI BIOLOGII

Kratké oligonukleotidové fetézce, které slouzi pro provedeni polymerazové fetézové reakce
(PCR) oznacujeme jako primery. PCR ma Siroké vyuziti pro namnozeni vybranych usekt
DNA, detekci genit a dalSich sekvenci, upravu sekvenci (mutace) a fadu dalSich aplikaci.

Névrh primeri tak musi zohlednovat ucel, ke kterému budou pouzity.

SEZNAMENI SE S PROGRAMEM PRO ANALYZU PRIMERU

Kratké oligonukleotidy pro amplifikaci DNA in vitro (primery) Ize v zdsad¢ navrhovat ru¢né,
s vyhodou vSak mizeme pouzivat pocitatové programy. Ty maji svou nezastupitelnou roli
zejména pii analyze navrZzené sekvence primeru. Existuje fada programt pro tento ucel a to
véetné volné pouzitelnych. V tomto cviceni budete pouzivat program OligoAnalyzer na

serveru firmy IDT: (http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/)

INTEGRATED DNA
TECHNOLOGIES

Chat with an IDT
representative now.

'} worldwide

W 0 Items€0,00

Instructions | Definitions | Feedback

IDT T SciTools
,@.OligoAnalyzer 3.1

Sequence # Bases Target Type [m—aem—]
5

oigoconc [ozs wm | temin |

wa*Conc [s0 |mm | Self-Dimer ]

-3 dNTPsConc o |mm L nemiBlst |

L Clear Sequence | | Add To Order | | Default Seftings |

| LMAComersion |

Resuits 5 mods Internal Mods 3'mods Mixed Bases

Standard Mixed Base Instructions

To use a Standard Mixed Base, simply type in the
IUB symbol (from the table below) which represents
the desired mix.

LR | AG
Ly | e
Lu | ac
Le | et

UKOL 1

Custom Mixed Base Instructions

To use Customer Mixed Bases

Enter the desired percentage of each base(Integers
Cnly, Totalling 99% or 100%).

Press 'Use Mix Base' butten to add your custom
mixed base.

Please note: There is an additional charge for hand
mixing these custom bases.

%A %C %G %T Name (optional)

(I

Seznamte se s aplikaci OligoAnalyzer.

Se kterymi typy sekvenci umi aplikace pracovat?

Jaka je zakladni (default) uvazovana koncentrace iontd a s jakymi hodnotami umi program

zachazet?

Gene synthasis 25-400 bp for only €
150,00

Jaké pismeno je uzito pro oznaceni nasledujicich bazi (mixed base)?

M9 &




VYZNAM DELKY PRIMERU A ZASTOUPENI BAZI (A+T/G+C) — T,

Jednou z charakteristik primera je jejich délka, ktera v kombinaci s konkrétnim zastoupeni
bazi urcuje tzv. teplotu tani (T, melting temperature). Ta se zvySuje s délkou primeru a se
zvySujicim se zastoupenim G+C bazi. Vyssi T, zvysuje specifitu primeru, pokud je vsak
hodnota Ty, pfili§ vysokd, nebude PCR probihat spravné. Syntéza dlouhych primeri je rovnéz
Pro typickou PCR, kde mira shodnosti sekvence primeru a cilové DNA sekvence je vysoka
(100 —90%) se jako optimalni délka primerti uvadi cca 17 — 28 bazi. Optimalni Ty, se obvykle
pohybuje v rozmezi 55 — 80°C. Ty, dvojice primeril by se neméla liSit o vice nez +2°C.

OTAZKA
Jaky zakladni vzorec je pouzit programem OligoAnalyzer pro vypocet T, (melting
temperature, teplota tani) primeru?

UKOL 2
Zjistéte Ty nasledujicich primert (nastaveni: default). Uvédomte si zménu T, danou
prodlouzenim sekvence a zménu danou slozenim (zastoupenim G+C resp. A+T bazi).

# Sekvence Délka G+C [%] Tm
1

2

3

4

5
UKOL 3

Z nésledujicich primera vyberte vhodnou dvojici na zaklad¢ jejich Tp,.

Sekvence Tm Vhodna dvojice s #

DN ([N

ANALYZA SEKVENCE PRIMERU - DIMERY, VLASENKY

I primery s vhodné¢ zvolenou T,, mohou byt nevhodné pro PCR, pokud by vytvarely nevhodné
sekundarni struktury. Pro spravné nasednuti na cilovou DNA je tieba, aby primery existovaly
jako monomerni molekuly a zddna z bazi nebyla blokovéna. K tomu vSak dochdzi, pokud
primery tvofi dimery (at’ jiz samy se sebou — homodimery, nebo s druhym primerem ve
dvojici — heterodimery):




4 hp, delta ¢ = -6.6 ke/m
S5' GGGLAAATTCCAGGATCTAT 31

LR Tl
3' TATCTAGGACCTTARLAGGG 5'

Podobné neni zadouci ani interakce uvnitt primeru, kterd vede ke tvorbé vlasenky:

DOligo, 3 bp (Loop=4), delta T = -0.1 kco/m

5! GGGILILIL—\,
|
3! TATCTAGGACCTTA—J

V obou ptipadech je dulezité sledovat i konkrétni misto, kde by k témto nezddoucim
interakcim mohlo dochazet. Obzvlasté nevhodna je tvorba sekundérnich struktur na 3’ konci
primeru.

UKOL 4

Odhalte moznou tvorbu dimerd u nasledujicich dvojic primerd a oznacte zda se jednd o
homodimer nebo heterodimer. Zaroven uvedte silu dané interakce, tj. volnou Gibbsovu
energii dané vazby (AG). Pokud mulze vznikat vice riznych dimerd, uvadéjte jen
nejstabilnéjsi z nich.

Primer la
Primer 1b

Dimer

Typ

AG

Primer 2a
Primer 2b

Dimer

Typ

AG

UKOL 5
U nasledujicich primerti detekujte tvorbu vldsenek a sefad’te tyto primery podle tendence
k tvorbé vlasenek od nejvyssi k nejnizsi.

Primer Vlasenka (ANO — NE) AG Potadi




ANALYZA MOZNEHO SPATNEHO NASEDNUTiI PRIMERU — FALSE PRIMING
SITES (FPS)

I primery, které splituji vSechny vyse probirané parametry, se mohou ukazat jako nevhodné
pro konkrétni ucel, pokud nenasedaji dostatecn¢ specificky. Pfitomnost vice mist, kterd jsou
rozpoznavana primery (false priming sites) vede k tvorbé vice rtznych PCR produkti.
Vyznam této analyzy se li§i v zdvislosti na ucelu PCR. Pro nésledné klonovani a tvorbu
rekombinantniho proteinu je Zadouci tvorba jednoho PCR produktu, akceptovatelna je tvorba
n¢kolika méalo PCR produktii o rizné délce. Na rozdil od pfedchozich ukold je v tomto
piipad¢ klicova nejen znalost sekvence primerti a samotného cilového useku (genu) ale
kompletni DNA ptitomné v PCR sm¢si.

Komer¢ni programy bézné nabizeji moznost detekce mist Spatného nasednuti. U volné
dostupnych programt je tato funkce bohuzel ¢asto opomijena. Program Primer-BLAST na
serveru  NCBI  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)  vyuzivd  propojeni
s databdzemi a umoziuje tuto detekci provést.

UKOL 7

Pro nasledujici geny navrhnéte primery tak, aby ve vysledku byl amplifikovan cely gen.
Ovéite moznost tvorby nezadoucich produktti pfi pouziti DNA matetského organismu jako
templatu v PCR smési. Ke kazdému genu dopliitte navrzenou dvojici primert, délku PCR
produktu a délku dvou velikostné nejbliz§ich moznych nezadoucich produktii.

Gen 1
Organismus:

Sekvence:

Gen 2
Organismus:

Sekvence:

Gen 3
Organismus:

Sekvence:

VLASTNIi DESIGN PRIMERU

UKOL 8

Primer navrhujeme vzdy sohledem na smysl jeho pouziti. Je-li cilem detekce
pfitomnosti/nepfitomnosti genu, nemusime primery navrhovat tak, aby PCR produkt
obsahoval cely gen, nebo naopak muze zahrnovat 1 ¢ast okolni DNA. Pro tuto aplikaci Ize
s vyhodou vyuzit on-line programy, které v rdmci zadané sekvence navrhuji optimalizované
primery. Ukolem védce je mezi nabizenymi alternativami vybrat tu nejvhodngjsi.




Pomoci programu Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3) navrhnéte pro nasledujici
sekvenci vhodné primery tak, aby vysledny PCR produkt mél délku mezi 350 a 500 bp. Pro
nastaveni ostatnich parametrti vyuzijte znalosti z pfedchozich ukolt.

Sekvence:

Primer | Sekvence Délka | Pozice | Ty GC [%] | Dimer | 3’ dimer Vlasenka

Left

Right

Délka PCR produktu:

UKOL 9
Na zéklad¢ vySe ziskanych znalosti navrhnéte vhodnou dvojici primert ke genu, s nimz
budete pracovat v nasledujicim cviceni:

Genova sekvence:

Primery by mély zahrnovat poc¢atek a konec genu tak, aby vysledny PCR produkt obsahoval
cely gen. Zkontrolujte Ty, obou primerd, moznou tvorbu dimerii a vlasenek, primery by mély
mit délku mezi 20 a 28 bp a obsah G+C bazi by mél byt mezi 40 a 60 %.

Primer Sekvence Délka | Pozice | Tp, GC [%] | Dimer | 3’ dimer Vlasenka
Left

Right

SAMOSTATNY PROJEKT

Vasim ukolem je navrhnout vhodnou dvojici primert ke genu, ktery jste identifikovali
v sekvenci zadané v piedchozim cviceni. Opét plati, Ze primery by mély zahrnovat pocatek a
konec genu tak, aby vysledny PCR produkt obsahoval cely gen. Zkontrolujte T,, obou
primerti, moznou tvorbu dimerti a vlasenek, primery by mély mit délku mezi 20 a 28 bp a
obsah G+C bazi by m¢l byt mezi 40 a 60 %.




